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Résumé

Le chimiotactisme est un mécanisme de guidage comprenant une premicre étape de
génération par diffusion d'un gradient de concentration d'un médiateur spécifique, une
deuxieme étape de détection de ce gradient chimique (étant défini comme chimio-attractant
ou chimio-repoussant) par les cellules ou organismes, et une troisieme étape de modification
de la direction du déplacement. Bien que le chimiotactisme et la migration directionnelle
représentent un mécanisme universel et que les processus impliqués soient tres étudiés, ils
constituent un enjeu majeur de recherche dont les applications s’étendent a I’embryogenese, la
réparation et la régénération tissulaire, la réponse inflammatoire mais aussi au cancer.

Le développement des tumeurs cérébrales d’origine gliale s’accompagne de mécanismes
invasifs, néoangiogéniques, et de chimioattraction de cellules macrophagiques pro-
angiogéniques. En dépit des progres réalisés en neurooncologie, les patients atteints de
tumeurs de haut grade telles que les glioblastomes, présentent une médiane de survie de
seulement 15 mois. Ainsi, les récepteurs couplés aux protéines G (RCPGs) et leurs ligands
exprimés dans les glioblastomes et relayant des effets sur la migration, 1’invasion et la
néoangiogenese représentent des cibles thérapeutiques potentielles. Les RCPGs sont en effet
capables de recruter certaines protéines G hétérotrimériques, ainsi que des récepteurs tyrosine
kinase (RTKs) via notamment la formation de complexes macromoléculaires au niveau de
leurs domaines C-terminal cytosoliques. Parmi les principaux acteurs du chimiotactisme, les
ligands de RCPGs, i.e. chimiokines, lipides et peptides vasoactifs, stimulent la
migration/invasion de divers types cellulaires et notamment des cellules cancéreuses.

L’urotensine II (UII) et son paralogue 1’urotensin Il-related peptide (URP) sont les ligands
endogenes d’un RCPG nommé UT et sont considérés comme les facteurs vasoactifs les plus
puissants caractérisés a ce jour. Les travaux réalisés dans I’équipe ont précédemment mis en
évidence I’expression de I’'UT dans les astrocytes corticaux de Rat en culture, dans des
astrocytes humains et dans une lignée de gliome de haut grade, ainsi que le r6le spécifique de
I’UII sur la prolifération/survie des astrocytes. Ces données suggerent que le systeme
urotensinergique joue un rdle majeur dans P’activité des astrocytes en conditions
physiologique et physiopathologique, et contribuerait au développement des gliomes de haut
grade.

Dans ce contexte, 1’objectif de mon travail de thése visait donc a déterminer le role du
systeme urotensinergique dans le développement des tumeurs cérébrales d’origine gliale, par
une analyse des mécanismes de signalisation relayés par I’UT in vitro. Ce projet de recherche

a consisté a i) rechercher I’expression du systeme urotensinergique dans les gliomes,
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déterminer les effets de 1I’UIIl sur la prolifération, la migration et I’adhésion des cellules
tumorales gliales et caractériser les voies de signalisation impliquées dans ces effets a I’aide
d’outils pharmacologiques et moléculaires, ii) identifier par double-hybride des partenaires
protéiques du domaine C-terminal cytosolique de I’UT, potentiellement impliqués dans les
voies de signalisation activées par D'UIl et iii) rechercher, par une approche
phosphoprotéomique, un ensemble de protéines phosphorylées et déphosphorylées dans une
lignée de glioblastome exposée au peptide UIL.

Dans la premiere partie de mes travaux, nous avons montré 1I’expression de I'UT et de
I’UII dans des lignées humaines d’astrocytomes et de glioblastomes, dans des explants
tumoraux issus de patient ainsi que dans des sections de glioblastome obtenues en
collaboration avec le service d’anatomopathologie du CHU de Rouen. Sur les lignées
tumorales gliales et des explants tumoraux, nous avons démontré que I’UT n’est pas couplé a
la voie classique IP3/Ca®*, ne modifie pas la prolifération, la progression du cycle cellulaire, et
n’active pas les voies ERK1/2 et AKT. Nous avons établi pour la premiere fois qu’un gradient
d’UII induit la migration cellulaire chimiotactique des gliomes. Cet effet est concentration-
dépendant et est bloqué par les antagonistes peptidique (urantide) et non peptidique
(palosuran) de I’UII. Des outils pharmacologiques, i.e. des inhibiteurs de G, (PTX), de PI3K
(LY294002) et de ROCK (Y27632), et moléculaires (UT muté sur le domaine ERY
d’interaction aux protéines G et siRNA anti Gy;3), nous ont permis de déterminer que les
effets de I’UII sur la migration sont principalement relayés par la voie G13/Rho/ROCK et que
la voie Gj,/PI3K est également impliquée. A 1’inverse, une forte concentration homogene
d’UII inhibe la motilité cellulaire et stimule les adhésions cellule-matrice et provoque la
polymérisation d’actine, la formation et la maturation d’adhésions focales. Le processus
d’adhésion cellule-matrice est dépendant de 1’interaction de I’UT a la protéine Gj, et implique
en partie la PI3K. En conclusion, ces résultats suggerent que I’'UT se comporte comme un
récepteur chimiotactique professionnel relayant les changements de signalisation entre la
migration directionnelle et 1’adhésion cellulaire en réponse a un gradient ou a une
concentration homogene d’UII respectivement, et pourrait participer au développement des
gliomes de haut grade.

Dans la deuxieme partie de mes travaux de these, nous avons recherché par double-hybride
les partenaires protéiques du domaine C-terminal de I’UT et identifié 8 protéines dont la
filamine A, une protéine de liaison a I’actine impliquée dans les processus de migration et
d’adhésion cellulaires. Nous avons déterminé que cette protéine via ses domaines 16 a 19

interagit avec le fragment 332-351 de I’UT humain. Bien qu’encourageantes, les tentatives de
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confirmation de [Dinteraction entre I'UT et la filamine A par GST-pull down ou
bioluminescence resonance energy transfer (BRET) seront encore a mettre au point. Grace
aux lignées déficientes en filamine A (M2) et exprimant stablement la filamine A (A7), nous
avons déterminé que cette protéine présentant de multiples domaines d’intérét, est importante
pour la dimérisation de I'UT et la localisation subcellulaire du récepteur. Des études
d’immunocytochimie ont révélé que I’UT est colocalisé avec la filamine A au niveau des
lamellipodes dans les cellules A7, ou bien se trouve principalement localisé a la membrane
plasmique dans les cellules M2. Apres exposition a 1’agoniste, I’UT semble transporté a la
membrane plasmique des cellules A7, tandis qu’il est internalis€ (marquage ponctiforme
cytoplasmique) dans les cellules M2. Sur les deux types cellulaires (M2 et A7), I’UII stimule
la migration cellulaire et la polymérisation d’actine avec un effet plus prononcé sur les
cellules déficientes en filamine A. Par cytométrie en flux et immunocytochimie, nous avons
montré que la filamine A est hautement exprimée dans les lignées de gliomes SW1088 et U87
et dans des explants de glioblastome issus de patients et qu’elle est colocalisée avec I’UT dans
des protrusions et dans des cellules de morphologie fusiforme. Dans une lignée de gliome,
I’UII entraine la déphosphorylation de la filamine A (Ser 2151) et son clivage. L’ensemble de
ces résultats suggere que la filamine A favorise la formation de dimeres, la localisation
principalement cytosolique de I’UT, est clivée apres traitement UII, et participe a la migration
cellulaire. Une des hypotheses est que la translocation de dimeres d’UT a la membrane
plasmique, consécutive a I’activation d’une population de récepteurs membranaires mobiles,
relayerait, au sein de radeaux lipidiques, les voies de signalisation de 1’adhésion cellulaire.

Afin d’identifier les acteurs cellulaires de la migration et de 1’adhésion effecteurs du
systeme urotensinergique, nous avons réalisé I’analyse phosphoprotéomique de cellules de
lignée de gliome U87 en présence ou en absence d’UII. Cette étude, réalisée en collaboration
avec la plate-forme de protéomique PISSARO (Philipe Chan, Pascal Cosette, Julie Hardouin,
Antoine Obry) nous a permis d’identifier 13 et 32 protéines dont les niveaux de
phosphorylation et de déphosphorylation sont augmentés, parmi lesquelles 13 sont impliquées
dans la migration et/ou 1’adhésion cellulaire dont la filamine A et C, la LIMK et la taline. La
validation par Western blot et 1’étude plus précise des protéines identifiées nous permettra de
mieux comprendre la complexité des voies de signalisation de I’'UT relayant les mécanismes
de migration et d’adhésion.

Ainsi, nous envisageons le développement de ligands urotensinergiques qui activeraient

uniquement la voie d’adhésion des cellules tumorales gliales. De tels ligands, en favorisant les
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adhésions cellule-matrice et cellule-cellule confineraient la masse tumorale en inhibant

I’invasion, la néoangiogenese, et la chimioattraction de macrophages pro-angiogéniques.
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Chemotaxis is a guiding mechanism including a first processing phase through diffusion
of a gradient concentration of specific mediators, and a second detection phase of this
chemical gradient (defined as a chemoattractant or chemorepellant signal), by cell or
organisms, and the adaptation of the movement direction. Although chemotaxis and
directional migration finally represent universal mechanisms, and that detailed involved
processes are widely studied, they constitute a major challenge for research exhibiting a
number of physiopathological applications from embryogenesis, tissue repair and
regeneration, inflammation to cancer.

The development of cerebral glial tumors required specific features as tumoral cell
invasion, neoangiogenesis and chemoattraction of proangiogenic macrophage cells. Despite
intense research in neuro-oncology, the survival median of patients with high-grade tumors
such as glioblastoma is only 15 months. Thus, G protein-coupled receptors (GPCRs) and their
ligands expressed in glioblastoma and relaying effects on migration, invasion and
angiogenesis, represent potential therapeutic targets. GPCRs are indeed able to recruit
heterotrimeric G proteins and tyrosine kinase receptors (RTKSs) likely through the formation
of macromolecular complexes involving GPCR C-terminal cytosolic domains. Among major
chemotaxis players, GPCR ligands, i.e. chemokines, lipids and vasoactive peptides, stimulate
migration/invasion of various cell types, including tumor cells.

Urotensin II (UIl) and its paralog urotensin Il-related peptide (URP) are the endogenous
ligands of a GPCR named UT and are considered as most potent vasoactive factors
characterized to date. The work performed in the team had previously shown the expression
of UT in rat cortical astrocytes, in human astrocytes and in a high grade glioma cell line, and a
specific role of UIIl in astrocyte proliferation/survival. These data suggested that the
urotensinergic system would play a major role in astrocyte activity in physiological and
pathophysiological conditions, and contribute to the development of high grade glioma.

In this context, the aim of my thesis work was to determine the role of the urotensinergic
system in the development of brain tumors of glial origin through in vitro investigation of
signaling events relayed by UT. This research project aimed to i) investigate urotensinergic
system expression in glioma, determine the effects of UII on proliferation, migration and
adhesion of glial tumor cells and characterize the signaling pathways involved in these effects
using pharmacological and molecular tools, ii) identify, by using two-hybrid strategy, protein
partners of the C-terminal cytosolic domain of UT, potentially involved in transduction

pathways activated by UII and iii) identify by means of a phosphoproteomics approach, a set

-25-



Summary

of proteins phosphorylated and dephosphorylated in a glioblastoma cell line exposed to the
UII peptide.

In the first part of my work, we showed the expression of UT and UIl in human
astrocytoma and glioblastoma cell lines, in tumor explants from patients as well as in
glioblastoma tissue sections obtained in collaboration with the anatomocytopathology
department of the Rouen University Hospital. In fresh glioblastoma tumor explants and
glioma cell lines, we demonstrated that UT was not coupled to the classical IP3/Ca2+pathway
ang failed to modify proliferation, cell cycle progression as wel as ERK1/2 and AKT
pathways. We have established for the first time that a gradient of low UII concentration
induced chemotaxic migration of glioma cells. This effect was concentration-dependent and
blocked by peptidic (urantide) and non-peptidic (palosuran) UT antagonists. Pharmacological
agents, i.e. Gj, (PTX), PI3K (LY294002), and ROCK (Y27632) inhibitors, and molecular
tools (UT mutated in the G protein interacting motif ERY or siRNA anti Gg;3), highlighted
that Ull-mediating migration is mainly relayed by the G;3/Rho/ROCK cascade but also
involved the G;j,/PI3K pathway. Conversely, a high homogeneous concentration of UII
inhibited cell motility and stimulated cell-matrix adhesions likely through actin
polymerization, formation and maturation of focal adhesions. Glioma cell-matrix adhesion
was shown to be mainly mediated by Gj, and partially involved PI3K. In conclusion, these
results suggest that UT behaves like a professional chemotaxic receptor activating a signaling
switch between the directional cell migration and adhesion in response to a gradient or a
uniform concentration of UII respectively and thus should play a role during high-grade
glioma development.

In the second part of this work, by means of the two-hybrid system, we aimed to
characterize protein partners of the UT C-terminal domain. Thus, we identified 8 proteins
including filamin A, an actin binding protein classically known to be involved in cell
adhesion and migration. We showed that this large and multidomain protein interacted with
the 332-351 C-terminal fragment of the human UT, through its 16 to 19 domains. We
obtained some encouraging data confirming the interaction between UT and filamin A by
GST-pull down, but our co-immunoprecipitation and bioluminescence resonance energy
transfer (BRET) experiments have to be reproduced with modifications in the strategy. By
using cell lines deficient for filamin A (M2) or stably expressing filamin A (A7), we
determined that this multifunctional protein is important for the dimerization of UT and the
subcellular localization of the receptor. By immunocytochemistry, we observed that UT is

colocalized with filamin A at the lamellipodia in A7 cells, or is mainly localized at the plasma
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membrane in M2 cells. After exposure to the agonist, UT appeared translocated to the plasma
membrane in A7 whereas internalized (punctiform cytoplasmic labeling) in M2 cells. In both
cell types (M2 and A7), UII stimulated cell migration and actin polymerization with a more
pronounced effect on cells lacking filamin A. By flow cytometry and immunocytochemistry,
we finally detected high filamin A expression in glioma cell lines U87 and SW1088 and in
glioblastoma explants from patients. In these tumor cells, filamin A was colocalized with UT
in protrusions and in cells exhibiting a fusiform morphology, and UIl led to the
dephosphorylation (Ser 2151) and cleavage of filamin A. Taken together, these results suggest
that filamin A favors the formation of oligomeric structures, the cytosolic localization of UT,
the translocation of UT at the plasma membrane and plays a role in cell migration. One
hypothesis is that translocation of UT oligomers to the plasma membrane maybe subsequent
to the activation of a subpopulation of mobile membrane UT, relays within lipid rafts,
signaling pathways of cell adhesion.

To identify the cellular actors of migration and adhesion, effectors of the urotensinergic
system, we conducted a phosphoproteomics analysis of glioma cell line U87 in the absence or
the presence of UII. This study, conducted in collaboration with the Proteomic platform
PISSARO (Philipe Chan, Pascal Cosette, Julie Hardouin, Antoine Obry) allowed us to
identify 13 and 32 proteins whose levels of phosphorylation and dephosphorylation were
increased. Among them, 13 including filamin A, filamin C, LIMK or talin are involved in cell
migration and/or adhesion. Validation by Western blot and the more detailed study of the
identified proteins, will allow us to better understand the complexity of UT signaling
pathways relaying mechanisms of migration and adhesion.

Thus, we aim to initiate the development of urotensinergic ligands that would only activate
adhesion pathways of glial tumor cells. Such ligands, promoting cell-matrix and cell-cell
adhesions would confine the tumor mass by inhibiting invasion, neoangiogenesis, and

chemoattraction of proangiogenic macrophages.
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L’essor de la microscopie a la fin du XVI™ siecle a permis a Antoni van Leeuwenhoek,
drapier de profession, de décrire pour la premiere fois dans une lettre publiée dans
« Phylosophical Transactions of the Royal Society of London » en 1675, des mouvements
cellulaires de ce que nous nommons aujourd’hui, des protozoaires. Aux alentours des années
1900, le scientifique Russe Elie Metchnikoff sera le premier a décrire le processus de
phagocytose des neutrophiles et leur migration au site infectieux (Metchnikoff, 1905). Ce
n’est que dans les années 1970 que les théories modernes de la migration cellulaire ont été
établies avec les recherches de Michael Abercrombie publiées dans une série de 5 articles
dans Experimental Cell Research. 11 a suggéré que les cellules se déplacent en émettant des
protrusions, en formant de nouveaux contacts avec le substrat et en hissant leur corps
cellulaire vers ces nouvelles adhésions via « un systeme de filaments contractiles », donnant
naissance au concept « protrusion-contraction » (Abercrombie and Dunn, 1975). Sur la base
de ces études, de nombreuses recherches ont été menées dont le but principal était d’identifier
les différents acteurs de la migration cellulaire et de définir leur role et leur importance. Ce
mécanisme de migration par protrusion-contraction, qui s’étend des amibes Dictyostelium
discoideum aux neutrophiles humains, peut étre « dirigé » en réponse a I'accumulation locale
de certaines molécules de signalisation, est appelé le chimiotactisme. Le chimiotactisme est
un mécanisme de guidage comprenant une premiere étape de génération par diffusion d'un
gradient de concentration d'un produit chimique spécifique. L'autre étape est la détection
de ce gradient chimique (étant défini comme chimio-attractant ou chimio-repoussant), par les
cellules ou les organismes, et la modification de la direction du déplacement. Bien que le
chimiotactisme et la migration directionnelle représentent un mécanisme universel et que les
processus impliqués soient tres étudiés, ils constituent un enjeu majeur de recherche dont les
applications s’étendent a I’embryogenese, la réparation et la régénération tissulaire, la réponse
inflammatoire mais aussi au cancer (Lauffenburger and Horwitz, 1996; Midwood et al., 2004;

Luster et al., 2005; Kurosaka and Kashina, 2008; Friedl and Gilmour, 2009).
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Chapitre I: la migration cellulaire

1. Aspects cellulaires et moléculaires des étapes de la migration

Depuis les observations pionnieres d’ Abercrombie (Abercrombie et al., 1970), la migration
cellulaire est maintenant présentée comme un procédé cyclique composé de 5 étapes, i.e. la
polarisation, 1’apparition des protrusions cellulaires, la formation d’adhésions stabilisant ces
protrusions, la contraction-tractation cellulaire a partir de ces adhésions, et enfin la

rétractation du pole arriere de la cellule (Lauffenburger and Horwitz, 1996) (Figure 1).

1. Polarisation 2. Protrusions 3. Adhésion
dSignal
]
MEC
4. Contraction et traction 5. Rétractation
s s

Figure 1. Représentation schématique des 5 étapes de la migration cellulaire. En réponse a un
signal intrinseque ou extracellulaire, la cellule va se polariser (1) pour mener a la formation d’une face
avant et d’'une face arricre. La cellule émettra ensuite des protrusions a 1’avant (2) qui seront
stabilisées par I’apparition de nouvelles adhésions (3). Ces adhésions serviront d’ancrage a la cellule
pour se contracter et se mouvoir vers ’avant (4). L’arriere de la cellule va ensuite se rétracter (5),
laissant parfois quelques morceaux résiduels de membrane plasmique. MEC: matrice extracellulaire.

1.1. Polarisation

Afin que la cellule puisse réaliser un mouvement de fagon directionnelle, il est nécessaire
qu’elle présente une polarisation au cours de laquelle certains composants du cytosquelette se
relocalisent de fagon différentielle aux deux poles de la cellule. Il s’ensuit la formation d’un
bord dit « d’attaque » et d’un bord dit « de fuite » correspondant a 1’avant et a 1’arriere de la
cellule, respectivement. Cette relocalisation peut €tre due a une propriété intrinseque de la
cellule comme dans I’exemple de la cellule épithéliale qui posséde un pdle apical muni de

cils, et un pole basal dont la fonction est d’attacher la cellule a la lame basale, ou correspondre
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a une réponse adaptative a un signal directionnel tel qu'un gradient de concentration. La
polarisation cellulaire adaptative est présente chez de nombreux organismes tels que la
bactérie Caulobacter crescentus (Gober et al., 1991), la levure Saccharomyces cerevisiae
(Chant and Pringle, 1991), les plantes (Hepler et al., 2001) et les cellules animales (Drubin
and Nelson, 1996). Ces caractéristiques de la migration cellulaire ont particulierement été
étudiées chez Dictyostelium discoideum, un eucaryote unicellulaire du groupe des amibes
capable de migrer en réponse a un gradient de molécule chimioattractante, le 3'-5'-cyclic
adenosine monophosphate (AMPc). Ce modele a permis d’établir les séquences d’évenements
régissant 1’orientation spatiale de la polarisation, des mécanismes similaires a ceux

gouvernant la migration des leucocytes, des cellules particulierement motiles du systeme

immunitaire.

1.1.1. La migration directionnelle

La migration directionnelle de cellules individuelles a longtemps été étudiée afin de
caractériser les mécanismes moléculaires régissant les étapes de la migration. Elle intervient
dans de nombreux mécanismes tels que le développement, la surveillance immunitaire et les
métastases cancéreuses. Moins étudiée, mais pourtant aussi importante que la migration
individuelle, la migration directionnelle collective participe a I’embryogenese et a 1’invasion
tumorale. Elle est globalement définie comme le mouvement collectif de deux cellules ou
plus, dont les jonctions sont maintenues. En 1966, Vaughan et Trinkaus ont pour la premiere
fois observé la migration directionnelle collective de cellules épithéliales d’embryon de
Poulet. Ce type de migration fait intervenir les mémes étapes que celles décrites pour la
migration d’une cellule individuelle (Chapitre I, §1) excepté qu’il s’agit dans ce cas d’une
cohorte de cellules liées les unes aux autres par des protéines de jonctions adhérentes telles
que les cadhérines et les intégrines (Friedl and Gilmour, 2009). Ces jonctions permettent de

connecter le cytosquelette d’actine des cellules et de favoriser une organisation supra-
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cellulaire du cytosquelette qui permet une coordination des mouvements du groupe. La
polarisation de ce groupe de cellules suppose I'identification, a ’avant du groupe, d’une
cellule leader, capable de détecter un gradient de signaux extracellulaires et de générer une
importante dynamique du cytosquelette conduisant a une migration directionnelle collective
(Vitorino and Meyer, 2008).

A Tl'inverse de la migration désordonnée, la migration directionnelle consiste en une
motilité cellulaire persistante dans un seul sens. Elle peut provenir de la capacité intrinseque
d’une cellule a évoluer dans une méme direction sans tourner, ou impliquer un signal
extérieur entrainant une migration directionnelle persistante. De la nature de ce stimulus
extracellulaire va dépendre la réponse cellulaire: un gradient de facteur soluble induira du
chimiotactisme, un gradient d’un ligand immobile sera associé au phénomene
d’haptotactisme, une force mécanique exercée sur la cellule meénera au mécanotactisme ou
durotactisme, et enfin dans le cas d’'un champ électrique, on parlera d’électrotactisme. Quel
que soit la nature du stimulus, il sera intégré par la cellule via des récepteurs spécifiques
conduisant dans tous les cas a une polarisation cellulaire robuste nécessaire a la persistance de
la migration directionnelle. En effet, il a ét¢ démontré qu’une stabilité de la polarisation,
caractérisée par une distribution asymétrique des signaux intracellulaires, favorise la
migration directionnelle (Weiger et al., 2010). La répartition asymétrique des signaux
intracellulaires lors de la polarisation dépend de la distribution asymétrique du ligand. Dans le
cas du chimiotactisme, les cellules peuvent détecter un gradient de molécules qui peut différer
de seulement 2% entre 1’avant et I’arriere de la cellule (Parent and Devreotes, 1999; Chung et

al., 2001; Katanaev, 2001; Weiner, 2002).

1.1.2. Complexes moléculaires impliqués dans la migration directionnelle
L’ensemble des mécanismes responsables de la polarisation a longtemps été regroupé sous

le concept de « boussole cellulaire » (Weiner, 2002) ou du « directionnal sensing » (Meili and
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Firtel, 2003). Ce concept implique la détection d’un signal extracellulaire non homogene par
un podle de la cellule, dont I'interprétation locale (par exemple « plus haute concentration du
ligand ») permet de déclencher la polarisation. Le signal extracellulaire correspond le plus
souvent a une molécule chimioattractante qui lie des récepteurs membranaires de type
récepteur tyrosine kinase (RTK) de facteurs de croissance, ou récepteur a sept domaines
transmembranaires couplé aux protéines G (RCPG). Afin de détecter un gradient de
concentration de facon optimale, ces derniers seraient uniformément répartis a la surface
membranaire (Xiao et al., 1997; Servant et al., 1999). En effet, ’observation dynamique de
protéines étiquetées a 1’aide de la green fluorescent protein (GFP), a permis de montrer que le
récepteur a I’AMPc cAR1 chez D. discoideum, et le récepteur du complément C5a dans une
lignée cellulaire de leucémie ne subissaient aucune relocalisation lorsque ces modeles sont
soumis a un gradient moléculaire de leur ligand respectif. Ces données suggerent que
I’activation locale des récepteurs au pole cellulaire le plus exposé, entraine une cascade
d’activation intracellulaire (Servant et al., 2000). D apres le concept de la « boussole », il est
maintenant admis que la premiere étape signalisante se caractérise par 1’activation locale de la
phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K) (Figure 2) qui génere alors I’accumulation de produits
lipidiques tels que le phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate (PIP3). Chez D. discoideum
(Meili et al., 1999; Jin et al., 2000), les neutrophiles (Servant et al., 2000) et les fibroblastes
(Haugh et al., 2000), la distribution des produits lipidiques dans la cellule suit un gradient
identique a celui du chimioattractant, i.e. des concentrations les plus fortes au niveau sous-
membranaire aux plus faibles au niveau cytosolique.

Les PIP; accumulés vont actionner le guanine nucleotide exchange factor (GEF), qui a
son tour stimule les petites guanosines triphosphatases (GTPases) de type Rho, Rac et cell
division control protein 42 (Cdc42). Les formes actives de ces GTPases, associées au
guanosine triphospate (GTP), interagissent avec des protéines effectrices (Takai et al., 2001),

et sont souvent responsables de la polymérisation de I’actine a I’avant de la cellule. Il est a
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noter que ces formes actives peuvent étre contrdlées par i) la GTPase activating protein
(GAP) qui lie la GTPase et stimule son activité hydrolytique entrainant a terme I’inactivation
de la protéine et par ii) le GDP dissociation inhibitor (GDI) capable de s’associer a la GTPase
et de la séquestrer dans le cytoplasme sous sa forme inactive (Rossman et al., 2005).

Le role moléculaire et cellulaire de Cdc42 a notamment été mis en évidence dans des
cellules natives. La surexpression d’un dominant négatif de Cdc42 dans des astrocytes de Rat
en culture inhibe leur polarisation lors d’un test de 1ésion cicatriciel d’un tapis cellulaire
(Etienne-Manneville and Hall, 2001) et I’inhibition de Cdc42 dans des neutrophiles empéche
la stabilisation de la polarisation (Srinivasan et al., 2003; Keymeulen et al., 2006). L’effet de
Cdc42 dans les astrocytes est relayé par d’autres protéines telles que I’atypical protein kinase
C (aPKC) et la partitioning-defective protein 6 (PAR6), qui maintiennent la polarisation en
stabilisant les microtubules (Etienne-Manneville and Hall, 2003; Etienne-Manneville er al.,
2005). En 2003, Li et coll. ont montré qu’en réponse a un signal extracellulaire, I’activation
du récepteur du complément C5a provoque I’interaction des sous-unités By des protéines G
trimériques a une sérine/thréonine kinase p21 activated kinase (PAK1) qui peut stimuler la
GEF PAK-associated guanine nucleotide exchange factor (PIX) qui elle-méme actionne
Cdc42 (Li et al., 2003b). Ainsi, ’activation de Cdc42 peut emprunter une autre voie que celle
des PIPs. Par ailleurs, PAK1 présente un domaine conservé d’environ vingt résidus capable de
lier a la fois Rac et Cdc42, ainsi nommé Cdc42/Rac interactive binding (CRIB) (Burbelo et
al., 1995). L’interaction de Cdc42 avec PAKI1, a élégamment été montrée par Parsons et coll.
en 2005 a I’aide de la technique de multiphoton time-domain fluorescence lifetime imaging
microscopy (FLIM). Dans cette étude réalisée sur un modele de carcinome mammaire, Cdc42
entraine la phosphorylation de PAKI1 spécifiquement a 1’avant de la cellule, le long des
protrusions. Ainsi, proche des récepteurs et des complexes By, Cdc42 peut étre activée a
I’avant de la cellule par PAK1 sur lequel elle exerce en retour un rétrocontrdle positif,

maintenant ainsi son action a 1’avant de la cellule.
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Plusieurs études ont permis de démontrer que Rac, en favorisant la polymérisation de
I’actine a I’avant de la cellule, est indispensable a I’établissement des protrusions et entraine
une boucle de rétrocontrole positif sur la PI3K, responsable de 1’accumulation de PIP; a
I'avant de la cellule (Etienne-Manneville and Hall, 2001; Srinivasan er al., 2003). Le
mécanisme qui sous-tend ce rétrocontrdle positif de Rac sur la PI3K n’est pas encore bien
caractérisé. Néanmoins, des études in vitro réalisées sur des fibroblastes (Tolias et al., 1995)
et des neutrophiles (Bokoch et al., 1996) ont révélé une liaison directe entre Rac et la PI3K

d’une part, et la potentialisation de son activité d’autre part.
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Figure 2. Illustration de la répartition des principaux acteurs moléculaires de la polarisation
cellulaire. A I'origine de la polarisation (a gauche), des récepteurs membranaires sont localement
activés par un signal (f, par exemple un gradient de concentration de ligands extracellulaires) capable
d’induire le recrutement de la PI3K. Celle-ci entraine I’accumulation de PIP;, la stimulation
consécutive de protéines GEF, relayant le recrutement des formes actives des GTPases Rac et Cdc42.
Cdc42 peut également étre stimulée par la protéine PAK1, une des kinases effectrices des voies de
signalisation de certains récepteurs membranaires. L’activation des Rho-GTPase Rac et Cdc42 permet
I’établissement d’un gradient moléculaire et une différenciation entre I’avant et 1’arriere de la cellule
(a droite). En effet, Rac catalyse la polymérisation de 1’actine ainsi que 1’apparition de protrusions a
I’avant de la cellule et provoque, par un phénomene de rétrocontrole positif sur la PI3K,
I’accumulation de PIP; a I’avant de la cellule. Cdc42 stabilise la polarisation en agissant sur de
nombreuses protéines effectrices telles que PAR6 et aPKC qui elles-mémes stabilisent les
microtubules. L’accumulation de PIP; est restreinte a 1’avant de la cellule par la phosphatase PTEN,
qui, elle-méme est limitée a ’arriere de la cellule par les PIP;. aPKC: atypical protein kinase C;
Cdc42: cell division control protein 42; GEF: guanine nucleotide exchange factor; PAKI1: p2]
activated kinase; PARG: partitionning-defective protein 6; PI3K: phosphatidylinositol-3 kinase; PIP;:
phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate; PTEN: phosphatase and tensin homolog.
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1.1.3. Répartition subcellulaire et gradients moléculaires: « la boussole cellulaire »

La restriction de I’activité de PI3K a I’avant de la cellule est due a un rétrocontrole négatif
sur les faces latérales, et a I’arricre de la cellule par la phosphatase and tensin homolog
(PTEN). La fonction principale de PTEN est de contrecarrer les effets de PI3K en hydrolysant
les PIP;, agissant ainsi comme un anti-oncogene majeur (Sansal and Sellers, 2004). Chez D.
discoideum, les cellules qui n’expriment pas PTEN présentent des défauts de polarisation et
de migration directionnelle (Funamoto et al., 2002; Iijima and Devreotes, 2002). Chez les
mammiferes, 1’absence d’activité de PTEN dans des fibroblastes entraine une augmentation
de la migration des lymphocytes B (Suzuki et al., 2003), accompagnée d’une stimulation de
Cdc42 et de Rac (Liliental et al., 2000), suggérant que cet anti-oncogene régule la quantité de
PIP; en I’absence de signal extracellulaire. La encore, le mécanisme n’est pas clairement
élucidé. Une étude récente de Gerisch et coll., dans laquelle la technique de fotal internal
reflection fluorescence microscopy (TIRF) a été utilisée pour observer la localisation et la
dynamique de PIP; et de PTEN, a révélé que ces deux entités exercent un rétrocontrole
négatif ’'une sur I'autre (Gerisch et al., 2012). Ainsi, une diminution de PIP; limitée a une

portion de la membrane cellulaire provoque une augmentation locale de PTEN et vice versa.

1.2. Protrusions membranaires

Une des conséquences importantes de la polarisation est 1’extension de protubérances
membranaires actives a ’avant de la cellule, et nécessaires a la migration. Il en existe cinq
types: les lamellipodes, les filopodes, les invadopodes, les podosomes et les blebs (Ridley,

2011) (Figure 3A).

1.2.1. Les lamellipodes
Les lamellipodes (Figure 3B) sont des structures larges et plates observées pour la

premiere fois sur des fibroblastes par Abercrombie qui leur a donné ce nom (Abercrombie et
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al., 1971). A T’heure actuelle, la description de ces structures s’étend des bactéries telles que
Listeria monocytogenes (Welch et al., 1997), aux cellules épithéliales de Drosophile
(Verkhusha et al., 1999), et aux cellules humaines telles que les fibroblastes ou les cellules
cancéreuses (Condeelis et al., 2001). La protrusion du lamellipode est provoquée par la
polymérisation continue des filaments d’actine a I’avant de la cellule (Lauffenburger and
Horwitz, 1996). Cette polymérisation est conduite par le complexe actine related protein 2/3
(Arp2/3), composé d’une association de sept polypeptides incluant ARP2, ARP3 et ARPCI-
ARPCS. Le complexe Arp2/3 est activé lorsqu’il est associé (par son domaine C-terminal)
aux protéines de la famille Wiskott-Aldrich syndrome protein (WASP), comprenant les
membres WASP, N-WASP, WASP family Verprolin-homologous protein (WAVE), Wiskott-
Aldrich syndrome protein and scar homolog (WASH) et WASP homolog-associated protein
with actin, membranes, and microtubules (WHAMM) (Ridley, 2011). Le complexe Arp2/3-
WASP, présent a 1’avant du lamellipode (Lai er al., 2008) se lie aux filaments d’actine
préexistants et crée de nouveaux filaments qui permettent de ramifier les filaments « meres »
(Welch and Mullins, 2002; Campellone and Welch, 2010). D’autres facteurs peuvent
contribuer a I’extension du lamellipode tels que les membres de la famille des formines
(Chhabra and Higgs, 2007), comprenant notamment les protéines mammalian Diaphanous 1
(mDial) et 2 (mDia2), qui engendrent 1’élongation des filaments d’actine sans ramification.
Les WASPs et les formines sont activées a la membrane par les RhoGTPases Racl (Miki et
al., 1998) et Cdc42 (Yang et al., 2007). Racl active WAVE tandis que Cdc42 stimule WASP
et mDia2. Racl pourrait €tre déterminante dans 1’apparition des lamellipodes car la photo-
activation de Racl dans des fibroblastes embryonnaires de Souris déclenche I’extension des
lamellipodes (Wu et al., 2009). Le maintien des lamellipodes se fait d’une part, grace a
I’action de la cofiline, qui par sectionnement des filaments d’actine préexistants, procure au

complexe Arp2/3 de nouvelles extrémités C-terminales libres d’actine (Van Rheenen et al.,
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2009), et d’autre part, par I’intermédiaire de la cortactine qui stabilise le complexe Arp2/3 en

se liant spécifiquement a ce dernier ainsi qu’a I’actine (Lai ef al., 2009; Ren et al., 2009).

1.2.2. Les filopodes

Fins et cylindriques (Lauffenburger and Horwitz, 1996), les filopodes (Figure 3C) sont des
extensions exploratrices de la membrane plasmique formées de paquets de filaments
paralleles d’actine. Leur principale fonction est d’explorer 1’environnement extracellulaire
(Davenport et al., 1993) grace aux récepteurs comme |’epidermal growth factor receptor
(EGFR) qu’ils contiennent et qui fixent leur ligand 1’epidermal growth factor (EGF), présent
dans le milieu extracellulaire (Lidke et al., 2005). En travaillant sur des cellules de mélanome,
Svitkina et coll. (2003) ont montré que la formation des filopodes a partir du lamellipode est
initiée par la liaison, aux extrémités libres du réseau d’actine préexistant, de la fascine, une
protéine qui réticule les filaments d’actine grace a ses deux sites de liaison a 1’actine (Adams,
2004), et de la vasodilatator-stimulated phosphoprotein (VASP), une protéine membre du
complexe Ena/VASP impliqué dans I’élongation des filaments d’actine et leur stabilisation
dans les filopodes (Breitsprecher et al., 2011). Les filopodes peuvent également apparaitre de
novo, i.e. sans tirer leur origine des lamellipodes préexistants, via 1’activation de la formine
mDia2 (Schirenbeck et al., 2005). Dans ce dernier exemple, durant I’initiation de la formation
d’un filopode, la Rho-GTPase Cdc42 va activer trois cibles principales, i.e. WASP, mDia?2 et
la protéine insulin receptor phosphotyrosine 53 kDa substrate (IRSp53) (Ahmed et al., 2010).
La protéine IRSp53 contient un domaine I-BAR, dont l'interaction avec la membrane
plasmique par des liaisons électrostatiques conduit a I’incurvation de la membrane, initiant
ainsi la formation des filopodes (Ahmed et al., 2010). IRSp53 possede a la fois un domaine
CRIB qui lui permet d’étre recrutée par Cdc42, et un domaine src homology 3 (SH3) grace
auquel elle peut a son tour lier mDia2 et WASP au niveau du filopode, et permettre ainsi la

polymérisation de 1’actine a ce niveau (Ahmed et al., 2010). On peut enfin noter que ces deux
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dernieres protéines vont agir sur les mémes effecteurs que lors de la formation d’un

lamellipode.

1.2.3. Les podosomes et les invadopodes

Les podosomes et les invadopodes (Figure 3D) sont des protrusions spécialisées riches en
filaments d’actine, qui se situent sur la membrane ventrale des cellules et qui ont un contact
étroit avec la matrice extracellulaire (MEC). Ces protrusions peuvent dégrader la MEC en
modulant la sécrétion et I’activation de protéases telles que les métalloprotéases matricielles
(MMPs) permettant ainsi aux cellules de franchir la barriere tissulaire (Sibony-Benyamini and
Gil-Henn, 2012). Le terme de « podosome » est pour la premiere fois employé en 1977 par
Davies et Stossel pour décrire des sacs de plasmalemme présents sur les macrophages
contenant de I’actine, de 1la myosine et des protéines de liaison a I’actine. Les podosomes ont
ensuite été plus précisément caractéris€s en tant que structures adhésives capables de dégrader
la MEC dans les fibroblastes transformés par le virus du sarcome de Rous (David-Pfeuty and
Singer, 1980; Chen et al., 1985; Tarone et al., 1985). Ces protrusions ont également été
décrites dans les cellules normales telles que les ostéoclastes (Zambonin-Zallone et al., 1988).
Dans le méme temps, le terme d’« invadopode » a été attribué a des structures similaires aux
podosomes pour souligner leur capacité a lyser la MEC (Chen, 1989).

Ces deux structures se distinguent néanmoins par le type de cellules sur lesquelles on les
trouve, leur taille, leur abondance et leur durée de vie. En effet, les podosomes sont
principalement présents sur des cellules saines ayant une motilité tres élevée telles que les
monocytes (Gaidano et al., 1990), les macrophages (Linder et al., 1999), les ostéoclastes
(Zambonin-Zallone et al., 1988), ou encore les cellules endothéliales (Moreau et al., 2003).
Plus précisément, les podosomes sont des structures de taille réduite (1 um de diametre et 0,4
um de profondeur) présentes en grand nombre (20 a 100 par cellules) et ont une durée de vie

limitée a quelques minutes (Linder, 2007). Les invadopodes sont quant a eux principalement

-41 -



présents sur les cellules cancéreuses telles que les cellules de mélanomes (Monsky et al.,
1994), les cellules de carcinomes mammaires (Coopman et al., 1998), ou les cellules
d’astrocytomes de Rat (Maestro et al., 2001). IIs sont de grande taille (8§ um de diametre et 5
um de profondeur), en faible nombre sur les cellules (de 1 a 10 par cellule) et relativement
stables avec une durée de vie de I’ordre de quelques heures (Linder, 2007).

Malgré ces différences, podosomes et invadopodes émergent selon un processus similaire.
En réponse a un signal pro-migratoire, la GTPase Cdc42, recrute les protéines WASPs qui a
leur tour recrutent le complexe Arp2/3, responsable de la polymérisation de 1’actine. Cdc42
peut également activer les formines, un mécanisme décrit notamment dans les cellules de
carcinome de sein, dans lesquelles ces protéines jouent un rdle majeur dans 1’invasion
cellulaire dans une matrice (de type Matrigel) (Lizadrraga et al., 2009). L’incurvation de la
membrane est 1a encore importante pour la formation des invadopodes et des podosomes.
Récemment, il a ét¢ montré qu’'une protéine contenant un motif F-BAR, appelée Cdc42
interacting protein 4 (CIP4), se lie aux protéines Cdc42 et WASP et permet I’incurvation
membranaire indispensable a la formation des invadopodes (Pichot et al., 2010).

La particularité des podosomes et des invadopodes réside dans le fait que ces structures
sont capables de libérer des MMPs pour dégrader la MEC. Les mécanismes de libération des
MMPs au niveau des invadopodes n’ont pas été completement élucidés a ce jour. Une étude
réalisée sur des cellules cancéreuses du sein et du colon a suggéré que le transport des MMPs
pourrait s’effectuer grice aux microtubules (présents a la base de l'invadopode) qui
achemineraient des vésicules contenant des MMPs (Schoumacher et al., 2010). La libération
des vésicules au niveau du podosome nécessiterait quant a elle la présence de la protéine IQ
motif containing GTPase activating protein 1 (IQGAP1) pour assurer la stabilisation des
extrémités positives des microtubules (Watanabe et al., 2004) et du complexe «exocyst »
composé de huit sous-unités protéiques dont le role est de lier les vésicules de sécrétion a la

membrane plasmique (Heider and Munson, 2012). L’étude de Sakurai-Yageta et coll. (2008) a
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d’ailleurs démontré que I'inhibition par ARN interférents du complexe « exocyst » empéche
I’accumulation de la Membrane type 1 metalloprotease (MT1-MMP) au niveau de la

membrane de 1I’'invadopode.

1.2.4. Les blebs

Pour la premiere fois observés en 1919 par Hogue, les blebs (Figure 3E) sont des
protrusions membranaires sphériques qui ressemblent a des cloques ou des bulles (Holtfreter,
1943). Ces structures sont généralement associé€es a une des phases du processus d’apoptose
cellulaire (Robertson et al., 1978), bien qu’elles apparaissent également a la surface de
cellules saines lors de la division (Tokumitsu and Maramorosch, 1967) ou lors de 1’étalement
cellulaire (Erickson and Trinkaus, 1976). Des études plus récentes se sont interresées aux
roles de ces blebs au cours de la migration cellulaire (Fackler and Grosse, 2008). Ainsi, il a
été montré que les cellules de nombreuses lignées tumorales telles que les mélanomes M2
(Cunningham, 1995) ou les carcinomes Walker issus d’une tumeur mammaire spontanée de
Rat (Keller and Bebie, 1996) émettent des blebs lorsqu’elles migrent. Leur apparition résulte
d’une rupture du cortex cellulaire (Keller and Eggli, 1998) ou de son détachement de la
membrane plasmique (Cunningham, 1995) initié par la GTPase Rho et son effecteur Rho-
associated protein kinase (ROCK) (Sahai and Marshall, 2003). En effet, 1’activation de
ROCK entraine une phosphorylation de la myosine light chain (MLC) de la myosine II et par
conséquent, une augmentation des contractions de 1’actomyosine qui déstabilisent ainsi le
cortex d’actine. Le bleb va ensuite croitre sous la pression hydrostatique qui s’exerce sur la
membrane plasmique (Cunningham, 1995). Ainsi, les blebs se distinguent des autres
protrusions précédemment décrites par leur croissance qui ne requiert pas la polymérisation
des filaments d’actine. Finalement, la rétractation du bleb succede a la reformation du cortex

d’actomyosine de la cellule par la myosine II (Charras et al., 2008).
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Figure 3. Représentation schématique de la formation des différents types de protrusion. A.
Localisation subcellulaire et photographies en microscopie électronique des cinq types de protrusions
détectables a la surface cellulaire au cours de la migration. Les lamellipodes (extrait de Svitkina et al.,
1997) sont localisés a ’avant de la cellule; les filopodes (extrait de Svitkina et al., 2003) peuvent
émerger des lamellipodes mais sont également retrouvés sur d’autres régions cellulaires; les
podosomes (extrait de Luxenburg et al., 2007) et les invadopodes (extrait de Schoumacher et al.,
2010) se situent sur la face ventrale de la cellule et s’ancrent dans la MEC; les blebs (extrait de Barros
et al., 2003) peuvent se développer sur I’ensemble de la surface membranaire. B. Modele de formation
d’un lamellipode. Suite a la polarisation cellulaire, les deux Rho-GTPases Rac et Cdc42 sont activées
a 'avant de la cellule. Rac et Cdc42 activent WAVE et WASP, respectivement, qui a leur tour
entrainent la polymérisation et la ramification de 1’actine en stimulant le facteur de nucléation Arp2/3.
Cdc42 stimule également la formine mDia2 conduisant a la polymérisation d’actine. La cofiline, en
clivant les filaments d’actine préexistants, fournit au complexe Arp2/3, de nouvelles extrémités libres.
Enfin, en se liant au complexe Arp2/3 et aux filaments d’actine, la cortactine stabilise le réseau
d’actine et le lamellipode. C. Modele de formation d’un filopode. L’action de la GTPase Cdc42 va
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conduire a la formation du filopode soit a partir du réseau d’actine préexistant au niveau du
lamellipode, soit de novo. Dans le premier cas, Cdc42 active WASP qui, comme au niveau du
lamellipode, entraine 1’activation de Arp2/3 conduisant a la polymérisation d’actine a partir du réseau
d’actine préexistant. Dans le second cas, Cdc42 active mDia2 qui polymérise 1’actine et crée de
nouveaux filaments. La fascine réticule ces filaments formant ainsi les paquets de filaments paralleles
d’actine qui caractérisent les filopodes. La protéine VASP stabilise le filopode en se liant aux
extrémités des filaments d’actine. Cdc42 peut également activer la protéine IRSp53 responsable de
I’incurvation de la membrane plasmique a la base du filopode. D. Modele de formation d’un
podosome ou d’un invadopode, qui ressemble a celui d’un filopode, mais se différencie par la
libération de MMPs qui lysent la MEC. Encore mal connu, ce mécanisme impliquerait la présence de
microtubules pour acheminer les vésicules jusqu’au podosome, puis ’association d’IQGAPI et du
complexe « exocyst » pour libérer les vésicules au niveau du podosome. E. Modele de formation d’un
bleb. La formation d’un bleb nécessite 1’activation de Rho et de son effecteur ROCK responsable de la
phosphorylation de la MLC de la myosine II. Cette phosphorylation contracte 1’actomyosine et
déstabilise le cortex d’actine. Celui-ci est rompu ou décollé de la membrane plasmique, et la pression
hydrostatique intracellulaire pousse la membrane conduisant au bleb. Arp2/3: actine-related protein
2/3; Cdc4?2: cell division control protein 42; CIP4: Cdc42 interacting protein 4; IQGAP1: IQ motif
containing GTPase activating protein 1; IRSp53: insulin receptor phosphotyrosine 53 kDa substrate;
mDia2: mammalian Diaphanous 2; MEC: matrice extracellulaire; ROCK: Rho-associated protein
kinase; VASP: vasodilatator-stimulated phosphoprotein,; WASP: Wiskott-Aldrich syndrome protein,
WAVE: WASP family verprolin-homologous protein.

1.3. Adhésion

Les protrusions peuvent étre ensuite stabilisées par la liaison du cytosquelette d’actine a la
MEC ou a une autre cellule adjacente. Cette liaison va se faire par I’intermédiaire de
nombreux récepteurs situés a la surface membranaire tels que les intégrines, les plus étudiés,

qui permettent 1’apparition de structures adhésives a la surface cellulaire.

1.3.1. Constituants de la matrice extracellulaire
La MEC est présente dans tous les tissus et procure un support essentiel a I’ancrage des
cellules. Elle est produite par les cellules qui composent les différents tissus et elle est, par
conséquent, propre a chacun d’entre eux. La matrice est principalement composée d’eau et de
deux grandes classes de macromolécules, i.e. les protéoglycanes et les protéines fibreuses
(Jarveldinen et al., 2009).
Les protéoglycanes occupent la majorité de I’espace interstitiel dans les tissus sous la

forme d’un gel (Jirveldinen et al., 2009). Ils remplissent un large éventail de fonctions qui
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leur permettent de maintenir 1’homéostasie tissulaire en jouant le role de tampon, et en
favorisant I’hydratation et I’adhésion.

Les protéines fibreuses les plus abondantes sont les collagenes, les élastines, les
fibronectines et les laminines (Frantz et al., 2010). Parmi elles, le collagéne est majoritaire et
représente plus de 30% de la masse totale d’un organisme multicellulaire. Il existe de
nombreux types de collagene incluant les types I, III, IV et V (Hulmes, 2002). La premiere
fonction du collagéne est d’agir comme un support a la liaison des autres protéines de la
MEC. II procure par ailleurs une élasticité au tissu, régule I’adhésion et la migration cellulaire
(Rozario and DeSimone, 2010). La plupart du collagéne interstitiel est sécrété par les
fibroblastes (De Wever et al., 2008). L’une des protéines liant le collagene est 1’élastine, la
protéine structurelle majeure de la matrice (Kielty et al., 2002).

Les protéines de la MEC ne jouent pas seulement un role dans le support des cellules, mais
interviennent aussi dans de nombreux processus biologiques grace a leur capacité a lier divers
partenaires protéiques tels que les autres protéines de la MEC, des facteurs de croissance et
des récepteurs. Le meilleur exemple est celui de la fibronectine qui est principalement
produite par les fibroblastes et qui lie le collagene et 1’heparan sulfate proteoglycan (HSPG)
(Ruoslahti and Engvall, 1980). La fibronectine contient également un motif RGD (Arg-Gly-
Asp) de liaison aux intégrines (Ruoslahti and Pierschbacher, 1987). La laminine quant a elle,
est largement présente dans la membrane basale et participe a 1’élasticité du tissu

(Domogatskaya et al., 2012).

1.3.2. Les différents types d’adhésion
Plusieurs types d’adhésions peuvent étre observés a I’interface cellule-matrice. Elles
apparaissent successivement et sont caractérisées par leur composition protéique, leur taille,

leur stabilité dans le temps et leur degré de maturation (Figure 4).
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Les adhésions naissantes sont les premieres structures adhésives observables, formées a
partir et au cours de I’extension du lamellipode (Alexandrova et al., 2008; Gardel et al.,
2010). Elles sont petites (0,2 um? environ) avec une durée de vie tres courte de 1’ordre de
quelques secondes a 1 min (Alexandrova et al., 2008; Choi et al., 2008). Elles sont d’ailleurs
difficilement observables, et c’est grace a I'utilisation de la microscopie TIRF qu’il a été
possible de décrire en détail la structure et la dynamique de ces adhésions (Choi et al., 2008).
Ainsi, il a été mis en évidence que ces structures contiennent de ’actine, la focal adhesion
kinase (FAK), la taline et la paxilline, puis évoluent soit vers des structures plus stables que
I’on appelle des complexes focaux, soit vers un processus de désassemblage (Choi et al.,
2008; Choi et al., 2011; Lawson et al., 2012).

Les formes stables permettent a la cellule de générer des zones d’adhésion différentielles,
de I’avant vers I’arriere de la cellule (Figure 4). Les complexes focaux ainsi formés (< 1 um?)
sont localisés pres du front de migration ainsi qu’au niveau des lamellipodes (Izzard, 1988).
Caractérisée par le recrutement de la vinculine, la formation de ces complexes (DePasquale
and Izzard, 1987), permet la liaison «focale » de la MEC au cytosquelette d’actine. Les
complexes focaux nouvellement formés sont des structures dépendantes de 1’activation de Rac
et contiennent, avec la vinculine et la paxilline, des phosphoprotéines telles que la FAK
(Nobes and Hall, 1995). Ces structures vont persister quelques minutes et vont évoluer en
structures plus larges appelées adhésions focales (Parsons et al., 2010).

Les adhésions focales ont été initialement décrites dans les années 60-70 suite a
I’observation par interference reflection microscopy d’aires sombres représentant des régions
de contacts trés serrés entre la face ventrale de la cellule et le substrat (Curtis, 1964; Izzard
and Lochner, 1976; Heath and Dunn, 1978). La méme observation fut simultanément faite par
microscopie électronique (Abercrombie et al., 1971; Heath and Dunn, 1978; Couchman and
Rees, 1979). Les adhésions focales mesurent environ 2 um de large sur 3 a 10 um de long et

sont présentes a I’extrémité des fibres de stress d’actine. Elles peuvent se désassembler dans
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les 15 min (Gupton and Waterman-Storer, 2006) ou atteindre un stade plus important de
maturation.

Enfin les adhésions fibrillaires sont des structures ressemblant a des fibres d’une longueur
variant entre 3 et 20 um. Ce type de structures représente la dernicre étape de maturation des
adhésions et provient des adhésions focales (Pankov et al., 2000). Ces adhésions fibrillaires
sont caractérisées par la présence sous la cellule de larges fibres de stress de tensine et de

fibronectine fibrillaire (Zamir et al., 1999).
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Figure 4. Représentation schématique des caractéristiques des différents types de structures
adhésives. De droite a gauche, les structures adhésives sont représentées en fonction de leur apparition
dans la cellule. Elles different les unes des autres par leur composition protéique globale, leur taille et
leur stabilité. FAK: focal adhesion kinase.
1.3.3. Formation et maturation des adhésions
Les adhésions naissantes, précurseurs des adhésions, se forment dans le lamellipode des

cellules en migration. Les mécanismes qui régulent leur formation ne sont pas pleinement

élucidés, mais deux modeles ont été proposés (Parsons, et al., 2010). Le premier modele
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hypothétique est basé sur la quantité importante d’intégrines activées présentes dans les
lamellipodes. 1l suggeére un mécanisme dans lequel les intégrines activées interagissent avec
leur ligand de la MEC (Tableau 1), conduisant au regroupement des intégrines ainsi qu’au
recrutement de protéines intracellulaires (Kiosses et al., 2001). Dans le second modele,
I’assemblage est initi€é par la polymérisation de ’actine, le réseau d’actine dendritique du
lamellipode servant d’ancrage aux protéines d’adhésion et celles-ci entrainant, a leur tour,
I’agrégation des intégrines. A ’appui de ce dernier modele, 'utilisation d’inhibiteurs de
polymérisation d’actine prévient la formation des adhésions naissantes, confirmant que celle-
ci est directement couplée au taux de polymérisation de I’actine, a I’avant de la cellule
(Alexandrova et al., 2008; Choi et al., 2008). En réalité, la polymérisation de I’actine ainsi
que la liaison des intégrines a la MEC sont toutes deux indispensables a la formation des

adhésions (Hotchin and Hall, 1995).

Ligands de la MEC Intégrines et syndécanes
Collagene alpl; a2B1; al0B1; allpl; syndécane 4; syndécane 1; syndécane 2; CD44
Fibronectine avBl; avp3; avps; avp6; a4pl; (,15[31; a8p1; allbf3; aMf2; syndécane 4;
syndécane 2; CD44
Laminine alPl; a2B1; a3p1; a6Pl; a7pl; abp4; syndécane 4; syndécane 1
Tenascine a2P1; avp3; avpé
Fibrinogene avB3; avp5; avpe; allbp3; aXp2; aMP2; CD44
Ostéopontine avpl; avp3; avps; CD44
Thrombospondine avp3; avps; a3pl; a5pl; a6pl; a9pl
Vitronectine avpl; avp3; avps; avp6; avPs; aDB2
Fibrilline-1 avp3; avpe; as5p1
Héparine aXp2; aMp2
Plasminogene aDp2
Von Willebrand Factor avp3; adlbp3
Acide hyaluronique CD44

Tableau 1. Ligands de la MEC et récepteurs respectifs. Les intégrines sont des récepteurs
composés des sous-unités a(1-11, IIb, v, D, M, X) et B(1-8). Modifié et complété d’aprés Niu,
2011. MEC: matrice extracellulaire.

Les intégrines sont des hétérodimeres de récepteurs composés de deux sous-unités o et f3
variables (Tableau 1). Elles sont ancrées dans la membrane plasmique et sont capables de lier,

au niveau de leur longue partie extracellulaire, les molécules de la MEC telles que le

collagene ou la fibronectine (Margadant er al., 2011). Le récepteur peut se présenter sous
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différentes conformations lui conférant une basse-, moyenne- ou haute affinité pour son
ligand (Margadant et al., 2011). Les intégrines sont normalement présentes a la surface
cellulaire dans leur conformation inactive, i.e. qui ne leur permet pas de se lier efficacement a
la MEC. Cette particularité joue un rdle majeur dans les cellules du systeme immunitaire qui
circulent dans les vaisseaux sanguins avec un minimum d’interaction et dans lesquelles une
activation physiopathologique des intégrines pourrait provoquer une thrombose (He et al.,
2003).

L’activation des intégrines peut se faire de deux manieres (Figure 5): i) la liaison du ligand
extracellulaire au récepteur induit une réponse intracellulaire, on parle d’activation outside-in,
ii) la liaison d’une protéine adaptatrice intracellulaire au récepteur entraine une réponse
extracellulaire, on parle d’activation inside-out (Margadant et al., 2011). Ce dernier
mécanisme est tres répandu dans les cellules circulantes. En effet, leur stimulation catalyse
une cascade de signalisation responsable du recrutement de la taline a I’extrémité
cytoplasmique des B-intégrines provoquant ainsi leur activation (Tadokoro et al., 2003). Cette
activation augmente leur affinit€ pour des éléments de la MEC de type fibronectine (elles
passent alors d’une basse- ou moyenne affinité a une haute affinité) (Margadant et al., 2011)
mais 1’adhésion de la cellule au substrat requiert la formation locale de cluster d’intégrines
leur conférant une haute avidité pour les éléments de la MEC (Figure 5).

Les intégrines ainsi activées et regroupées, vont relayer des signaux intracellulaires (Legate
et al., 2009). Quel que soit le mode d’activation des intégrines (inside-out ou outside-in), la
premiere protéine recrutée est la taline qui établit le premier lien entre les intégrines et le
cytosquelette (Jiang et al., 2003). L’ importance de ce lien est soulignée par des études in vivo
montrant que la délétion chez la Souris du gene de la taline est 1étale des le stade de la
gastrulation, les cellules présentant un défaut d’organisation du cytosquelette et de la
migration (Monkley et al., 2000). La liaison de la taline est rapidement suivie par le

recrutement d’autres protéines telles que la paxilline, I’une des premieres protéines détectées
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au niveau des adhésions naissantes. Elle agit comme une véritable plate-forme protéique qui
régule I’interaction entre les intégrines et le cytosquelette en modulant la composition
protéique des adhésions (Turner, 2000). La encore, la génération d’une souris knock out (KO)
a permis de démontrer I’importance de cette protéine dans le développement et la migration,
particulierement au niveau des structures dérivées du mésoderme telles que le cceur ou les
somites (Hagel et al., 2002). La paxilline recrute, entre autres, la FAK qui n’est pas nécessaire
a la formation des adhésions (LIi¢ et al., 1995) mais qui stabilise ces dernieres en
phosphorylant ses effecteurs. Une autre protéine recrutée par la taline, la vinculine, joue un
role important dans la croissance et la maturation des adhésions. Des fibroblastes déficients en
vinculine forment de petites adhésions instables comparées a celles présentes sur les
fibroblastes sauvages (Saunders et al., 2006). La vinculine permet d’ailleurs la stabilisation
des adhésions en consolidant I’interaction entre la taline et 1’actine par sa liaison directe a ces
deux protéines (Humphries et al., 2007). L’ a-actinine peut quant a elle se lier directement aux
B-intégrines (Otey et al., 1990) et participe a I’élasticité et a la stabilité du couple intégrine-
actine en reliant les filaments d’actine (Choi et al., 2008). A un stade plus tardif, la tensine est
recrutée au niveau des adhésions (Zamir et al., 1999). Par I’intermédiaire de ses trois
domaines de liaison a 1’actine, la tensine lie fermement les intégrines a 1’actine (Lo et al.,
1994).

Les RhoGTPases semblent, 1a encore, jouer un rdle dans la formation des adhésions
(Nobes and Hall, 1995). Néanmoins, les mécanismes moléculaires précis par lesquels Rho,
Rac et Cdc42 participent a 1’assemblage des adhésions restent encore obscurs. L’explication
la plus simple est que Rac et Cdc42 provoquent la formation des protrusions qui vont aller au
contact de la MEC, et par conséquent induire I’activation des intégrines. Il a également été
montré que Rac permet la localisation d’intégrines en conformation de haute affinité a 1’avant
du lamellipode, favorisant la formation de nouvelles adhésions a ce niveau (Kiosses et al.,

2001). Dans le cas des intégrines, il est observé une activation locale de Rac par le biais de
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diverses GEFs elles-mémes activées par la FAK ou la paxilline (Kiyokawa et al., 1998; Nayal
et al., 2006). 11 s’agit d’une véritable communication entre Rac et les intégrines qui favorise

I’extension du lamellipode couplée a la formation de nouvelles adhésions.

Haute avidité = Cluster
A Formation

Haute Liaison du ligand
Basseou 4 ffinje X
moyenne affinité Activation
= P — outside-in

_— W Taline > Taline Taline———
Activation A S
@ inside-out /,/
E R e
B GEF

B Maturation

Figure 5. Représentation schématique de la formation et de la maturation des adhésions. A. La
formation des adhésions est initiée par 1’activation des intégrines qui peut étre une activation de type
inside-out ou de type outside-in. Dans le premier cas, I’activation de voies intracellulaires résultant,
dans certains cas, de l’activité d’un récepteur, entraine le recrutement de la taline a I’extrémité
cytoplasmique des intégrines. La taline conduit alors au changement conformationnel des intégrines
qui acquierent une haute affinité pour leur ligand. Dans le deuxieme cas, c’est la liaison du ligand aux
intégrines qui provoque le changement de conformation et le recrutement de la taline. Les intégrines
vont ensuite se regrouper, augmentant ainsi leur avidité. La taline établit le contact entre les intégrines
et ’actine et recrute tres rapidement la paxilline qui lie elle-méme la FAK. Ces deux protéines
stimulent des GEF responsables de 1’activation locale de Rac. Cette RhoGTPase a en retour la capacité
d’activer les intégrines. B. Lors de la maturation, de nouvelles protéines sont recrutées, notamment la
vinculine qui se lie a la taline et stabilise sa liaison a 1’actine, et I’a-actinine et la myosine II qui relient
les filaments d’actine entre eux. La myosine II est activée par la voie Rho-ROCK. Enfin, a un stade de
maturation avancée, la tensine stabilise davantage les adhésions en reliant les intégrines aux filaments
d’actine. FAK: focal adhesion kinase; GEF: guanine nucleotide exchange factor; ROCK: Rho-
associated protein kinase.
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La GTPase Rho serait davantage impliquée dans la maturation et la stabilisation des
adhésions (Ridley and Hall, 1992; Hotchin and Hall, 1995). Une microinjection de la forme
constitutivement active de RhoA dans des cellules quiescentes est capable de générer la
formation rapide d’adhésions focales. Cette GTPase est d’abord inhibée durant la phase
initiale de 1’adhésion par une GAP (dont I’activation résulte d’un couplage intégrine/Src,
Arthur et al., 2000), puis activée pour conduire a I’apparition de fibres de stress d’actine et a
la maturation des adhésions. En effet, le regroupement des filaments d’actine est relayé par un
effecteur de Rho, la protéine ROCK capable de phosphoryler la MLC de la myosine II
(Chrzanowska-Wodnicka and Burridge, 1996; Kimura et al., 1996).

Malgré leur grand nombre, les intégrines ne sont pas les seuls récepteurs de 1’adhésion.
Appelés syndécanes, un autre type de récepteurs participe également a la formation des
adhésions (Morgan et al., 2007). Ils constituent une famille de protéoglycanes a héparane
sulfate transmembranaires contenant une partie protéique enchassée dans la membrane
plasmique et une chaine de sucres glycosaminoglycanes extracellulaire qui reconnait les
ligands de la MEC (Tableau 1). Chez les mammiferes, on compte quatre syndécanes dont
trois (syndécanes 1 a 3) sont exprimés de facon spécifique dans certains tissus et un
(syndécane 4) exprimé de facon ubiquiste. Ils se comportent a la fois comme des récepteurs
de facteurs de croissance et comme des molécules de la MEC (Bernfield and Sanderson,

1990).

1.4. Contraction-traction-rétractation
1.4.1. Mécanismes cellulaires
La formation et la stabilisation des adhésions permettent aux cellules d’exercer une force
de contraction sur le substrat. Nécessaire pour faire avancer la cellule, cette force dépend de
I’interaction de la myosine II avec les filaments d’actine reliés aux sites d’adhésion (Ridley,

2003). La contraction d’actomyosine est activée par de nombreuses voies intracellulaires
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impliquant la phosphorylation de la MLC par la MLC kinase (MLCK) ou par ROCK (Ridley,
2003). La MLCK peut étre activée par |’ extracellular signal-regulated kinase (ERK) (Klemke
et al., 1997) et la PAK (Sells et al., 1999). A I’avant de la cellule en migration, les adhésions
naissantes ou les complexes focaux induisent une importante force de contraction alors que
les adhésions focales, plus matures et plus larges, exercent une faible traction (Beningo et al.,
2001). A I’inverse, dans les cellules plus adhérentes, la force de traction est proportionnelle a
la taille des adhésions focales (Balaban et al., 2001). Enfin, la rétractation de la cellule résulte
de la contraction du corps cellulaire qui favorise le désassemblage des adhésions situées a
I’arriere de la cellule. Ces deux phénomenes combinés conduisent a la translocation du corps

cellulaire permettant a la cellule d’avancer.

1.4.2. Role du désassemblage des adhésions

Le désassemblage des adhésions s’observe a la fois a 1’avant de la cellule (ou il
accompagne la formation de nouvelles protrusions) et a ’arriere de la cellule (ou il permet la
rétractation).

A P’avant de la cellule, les adhésions présentes a la base de la protrusion se désassemblent
rapidement alors qu’au méme moment, d’autres adhésions se forment a 1’avant de cette
protrusion afin d’assurer 1I’avancement de la cellule, on parle alors de turnover (Webb et al.,
2002). De nombreuses protéines sont impliquées dans le désassemblage des adhésions (Webb
et al., 2002; Nagano et al., 2012). Parmi elles, les microtubules jouent un rdle tres important
(Ezratty et al., 2005). En effet, le traitement de cellules adhérentes avec du nocodazole, une
drogue perturbant la polarisation des microtubules, stabilise les adhésions focales en inhibant
leur désassemblage et, de ce fait, augmente 1’adhésion des cellules a la MEC (Kaverina et al.,
1999; Ezratty et al., 2005). Ce mécanisme requiert la présence d’une protéine motrice, la
kinésine-1 (Krylyshkina et al., 2002), qui jouerait un role dans le transport des protéines de

désassemblage des adhésions, le long des microtubules polarisés (Hirokawa et al., 2009).
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L’inhibition de la kinésine-1 entraine la stabilisation des adhésions focales accompagnée par
une augmentation de leur taille et une réduction de leur nombre, mais ne pertube ni la
direction des microtubules vers les adhésions focales ni leur polymérisation (Krylyshkina e?
al., 2002). Ces données suggerent que des facteurs de désassemblage des adhésions focales
sont acheminés le long des microtubules par un mécanisme dépendant de la kinésine-1
(Nagano et al., 2012). Les microtubules sont également capables de lier la GTPase dynamine
(Shpetner and Vallee, 1989) qui, recrutée au niveau des adhésions focales avec la FAK et la
Src (Wang et al., 2011b), initie I’internalisation des intégrines (Ezratty et al., 2005; Chao and
Kunz, 2009).

La FAK aurait a la fois un r6le dans la maturation des adhésions et dans leur furnover
(Mitra et al., 2005). Cependant, il apparait que I’absence de FAK a davantage d’impact sur le
désassemblage des adhésions que sur leur formation. En effet, LIi¢ et coll. (1995) ont montré
une réduction de la motilité des fibroblastes issus d’une lignée de souris transgéniques
déficientes en FAK, via I’augmentation du nombre des adhésions focales. Sur des modeles
cellulaires exprimant normalement la FAK, son état de phosphorylation semble nécessaire au
recrutement de la dynamine, elle-méme impliquée dans le désassemblage des adhésions, alors
que sa déphosphorylation par les protéines tyrosines phosphatases (PTPs) PTP-PEST (Zheng
et al., 2009), src homology 2 containing phosphotyrosine phosphatase (SHP-2) (de Oliveira et
al., 2009) et PTP-1B (Liang et al., 2005), consécutive a I’extension des microtubules, conduit
au désassemblage des adhésions focales (Ezratty et al, 2005). En particulier, la
déphosphorylation de FAK par SHP-2, serait responsable de 1’arrét de la phosphorylation de
I’a-actinine (von Wichert et al. 2003), qui dans cet état, peut lier ’actine et stabiliser les
adhésions (maturation). Ainsi, le role de la FAK pourrait dépendre de sa localisation
cellulaire, i.e. elle entrainerait le turnover des adhésions a 1’avant de la cellule, au niveau des
adhésions naissantes, et participerait a leur maturation lorsqu’elle est présente au milieu de la

cellule, au niveau des adhésions focales.
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A Parriere de la cellule, les adhésions sont fortement liées au substrat, leur clivage résulte
le plus souvent de la forte tension exercée par les forces de contraction (Crowley and Horwitz,
1995; Palecek et al., 1996). Dans ces conditions, les intégrines restent associées avec le
substrat sous forme de structures fibreuses tandis que le reste de la cellule progresse vers
I’avant (Laukaitis ef al., 2001). La myosine II jouerait un role dans le désassemblage de ces
adhésions. En effet, des monocytes ou des neutrophiles dans lesquels 1’assemblage de
myosine II est bloqué, présentent un défaut de rétractation et 1’apparition de nombreux
pseudopodes (Xu et al., 2003). La FAK et les autres régulateurs du turnover des adhésions a
I’avant de la cellule peuvent également jouer un role indirect a I’arricre de la cellule. La
tension générée par les adhésions dans les cellules en migration provoque 1’ouverture des
canaux calciques mécano-sensibles (Lee et al., 1999). L’influx de calcium qui en résulte va
alors activer les protéases calpaines, dont la calpaine II, qui clive de nombreuses protéines des
adhésions focales telles que la FAK, la taline et la paxilline (Franco et al., 2004; Chan et al.,
2010; Cortesio et al., 2011) mais aussi les intégrines (Lee et al., 1999).

L’ensemble des mécanismes décrit précédemment (polarisation, protrusion, adhésion,
contraction et rétractation) contribue a la migration cellulaire directionnelle. Néanmoins, les
capacités invasives des cellules en conditions physiologiques et physiopathologiques

requierent également la dégradation de la MEC, un mécanisme qui est abordé dans le §3.

2. Les récepteurs régulant la migration cellulaire

2.1. Les récepteurs tyrosine kinase (RTKs)

Les RTKs sont des récepteurs membranaires qui contrdlent de nombreux processus
cellulaires tels que la survie, la prolifération, la différenciation et la migration (Schlessinger,
2000). Ils possedent un seul domaine transmembranaire abritant un site de liaison pour son
ligand extracellulaire et un domaine kinase intracellulaire qui leur a valu leur appellation

(Hubbard and Till, 2000). Chez ’'Homme, 58 RTKs ont été identifiés et regroupés en 20
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familles, classés selon la nature de leurs ligands et la composition moléculaire de leur
domaine extracellulaire. Parmi les RTKs les plus communément impliqués dans la migration,
on peut citer la famille de ’EGFR, du fibroblast growth factor receptor (FGFR), du platelet-
derived growth factor receptor (PDGFR) et du vascular endothelial growth factor receptor
(VEGFR). A T’exception des représentants de la famille de I'insulin receptor (IR) (Ward et
al., 2007), les RTKs sont exprimés sous forme monomérique a la membrane plasmique et
c’est la liaison du ligand qui induit leur dimérisation, catalysant 1’autophosphorylation de
tyrosines au niveau des domaines cytoplasmiques (Ullrich and Schlessinger, 1990). Les
résidus phosphorylés sont alors reconnus par des protéines adaptatrices. Parmi elles, la
phospholipase Cy (PLCy) est la premiere a avoir été identifiée (Meisenhelder ef al., 1989).
Grace au domaine src homology 2 (SH2) qu’elle possede, elle lie la tyrosine phosphorylée du
récepteur. Il en résulte une augmentation du turnover des polyphosphoinositides (PIPs), une
augmentation du calcium cytosolique et I’activation de la protéine kinase C (PKC). La
deuxieme protéine adaptatrice, la growth factor receptor-bound protein 2 (Grb2) (Lowenstein
et al., 1992) est capable d’activer une GEF nommée son of sevenless (Sos), identifiée pour sa
capacité a échanger le guanosine diphosphate (GDP) de la protéine Ras contre un GTP
(Downward et al., 1990; Wolfman and Macara, 1990). La protéine Ras peut ensuite lier la
sérine/thréonine kinase Raf (Hallberg et al., 1994), elle-méme recrute la mitogen-activated
protein kinase/ERK kinase (MEK) qui phosphoryle ERK1/2 (Kolch, 2000). L’ensemble de
ces travaux a permis de caractériser cette cascade de signalisation RTKs-Grb2-Sos-Ras jouant
un réle majeur dans les mécanismes physiologiques et physiopathologiques (McCormick,
1993). La voie PI3K/Akt est une autre voie majeure activée par les RTKs (Bjorge et al., 1990;
Franke et al., 1995). De fait, les RTKs sont des éléments essentiels de la signalétique
cellulaire mais la dérégulation d’un certain nombre d’entre eux participe au développement
tumoral. Nous pouvons citer le cas de ’EGFR dont I’amplification et la présence du mutant

constitutivement actif EGFRVIII sont retrouvés dans de nombreux glioblastomes (Smith ez al.,
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2001; Shinojima et al., 2003). De plus, la surexpression de I’EGFR dans des lignées
cellulaires de cancer du sein induit la migration/processus métastasique via une voie
dépendante des MEKs (Verbeek er al., 1998), tandis que I’inhibition de 1’activation de
I’EGFR bloque la migration d’une lignée de cellules de cancer du sein (Hsieh et al., 2013).
Dans cette étude, I'utilisation d’inhibiteurs a permis de démontrer que les effets de ’'EGFR
sur la migration passe par la voie PI3K/Akt et I’expression de la métalloprotéinase matricielle

9 (MMP9) (Hsieh et al., 2013).
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Il a également été établi que ’activation de ’EGFR induit une déphosphorylation d’une
tyrosine de la FAK entrainant un turnover des adhésions, responsable de 1’augmentation de la
motilité et de I’invasion des cellules tumorales (Lu et al., 2001b). De méme, 1’activation du
FGFR2 par le fibroblast growth factor 10 (FGF10) induit la migration et I’invasion de cellules
cancéreuses pancréatiques via l’expression d’une autre métalloprotéase, la MT1-MMP
(Nomura et al., 2008). Le VEGF favorise lui-aussi la migration cellulaire de kératinocytes
tumoraux (lignée HaCaT) en activant son récepteur de type 2. Le traitement de ces cellules

par du VEGF conduit a I’autophosphorylation de la tyrosine du récepteur, a I’activation de la
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PLCy et au recrutement de ERK1/2 (Yang et al., 2006). Deux des récepteurs du platelet-
derived growth factor (PDGF), le PDGFRa et le PDGFRJ, sont recrutés lors de la migration
de cellules de la lignée fibroblastique NIH 3T3 (Yu et al., 2001). Les récepteurs des éphrines
forment la plus grande famille de RTKSs, un certain nombre d’entre eux sont d’ailleurs
impliqués dans la migration cellulaire, notamment au cours du développement (Klein, 2012).
La liaison de I’éphrine Al au récepteur EphA2 stimule la migration de cellules souches
cardiaques apres infarctus in vivo (Goichberg et al., 2011). La surexpression du récepteur
EphB3 dans les cancers du poumon non a petites cellules favorise le processus métastasique

tumoral (Ji et al., 2011).

2.2. Les récepteurs a sept domaines transmembranaires couplés aux protéines G
Avec plus de 800 genes codant dans le génome humain, les RCPGs représentent la plus
grande famille de récepteurs membranaires (Fredriksson et al., 2003). Leur rdle principal est
de traduire un stimulus extracellulaire en un signal intracellulaire. Ainsi, 1’activation des
RCPGs par leur ligand induit un large éventail de réponses cellulaires, et la dérégulation de
I’un d’entre eux peut étre a ’origine de diverses pathologies. Le nombre, la localisation et la
fonction des RCPGs font de ces récepteurs des cibles d’intérét potentiel pour de nombreuses

molécules a visée thérapeutique et/ou pharmaceutique.

2.2.1. Classification des RCPGs
Sur la base de leur homologie avec la Rhodopsine, les RCPGs contiennent sept hélices
transmembranaires séparées par des boucles intra- et extracellulaires, un fragment
extracellulaire N-terminal et un domaine intracellulaire C-terminal. La diversité des RCPGs
est due a la fois a la grande variété des signaux qui peuvent les stimuler (neurotransmetteurs,
hormones, molécules olfactrices, protéines, peptides, acides aminés, etc.) et a la diversité des

voies intracellulaires qu’ils peuvent activer. Plusieurs classifications ont été proposées pour
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tenter de faire un tri dans cette grande famille de récepteurs. L’une des plus utilisées est la
répartition des RCPGs en six classes de A a F: Rhodopsine, Sécrétine, Métabotropique
glutamate, Fungal pheromone, AMPc et Frizzled smoothened (Attwood and Findlay, 1994).
Cette répartition permet de classer tous les RCPGs identifiés chez les vertébrés et les
invertébrés et suppose que certaines familles de récepteurs ne sont pas présentes chez
I’Homme, e.g. familles D et E. Une nouvelle classification, appelée GRAFS, et ne prenant en
compte que les séquences des RCPGs identifiés dans le génome humain a donc été proposée
en 2003 par Fredriksson et coll. Dans ce cas, les RCPGs humains sont répartis en cinq
familles: Glutamate (G, 15 RCPGs), Rhodopsine (R, 701 RCPGs), Adhésion (A, 24 RCPGs),
Frizzled/taste2 (F, 24 RCPGs) et Sécrétine (S, 15 RCPGs). Compte tenu de son importance, la
famille Rhodopsine (classe A), a été subdivisée en treize branches dont celle des chimiokines
dans laquelle se trouvent des RCPGs impliqués dans la migration cellulaire tels que le
récepteur du stromal cell-derived factor 1 (SDF-1) le C-X-C chemokine receptor type 4
(CXCR4), ceux de I’angiotensine II (ANG-II) ou des bradykinines (BDK). De manicre
surprenante, 23 récepteurs n’ont pas pu étre classés, parmi lesquels figure le récepteur de
I'urotensine II (Fredriksson er al., 2003). Une étude récente basée sur [’analyse
phylogénétique et le « multidimentionnal scaling » permet d’affiner la classification des
récepteurs de la famille Rhodopsine en considérant la position des prolines dans les domaines
transmembranaires (TM) des récepteurs (Chabbert et al., 2012). 1l est en effet établi que les
prolines jouent un role majeur dans la conformation des récepteurs; leur position est de ce fait
hautement conservée dans tous les TM a I’exception du TM2. Ainsi, la sous-famille des
RCPGs Rhodopsine est divisée en plusieurs groupes, tels que le groupe CHEM qui comprend
les récepteurs aux chimiokines et aux peptides vasoactifs, le groupe PEP qui regroupe de
nombreux récepteurs peptidiques, ou le groupe SO qui correspond aux récepteurs
somatostatinergiques. L’équipe du Dr Marie Chabbert (UMR CNRS 6214 - Inserm U771,

Angers, France) avec laquelle notre équipe collabore, a montré que les récepteurs SO et
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CHEM ont la particularité, en raison d’une délétion ancestrale, de contenir une proline en
« position P2.58 » dans le deuxieme domaine transmembranaire (TM2), suggérant une origine
commune de ces récepteurs (Devillé et al., 2009). Grace aux structures de RCPGs
actuellement résolues, il a été observé que 1’hélice 2 est déformée par un renflement qui est dii
soit a une proline en position 2.59 soit a un motif glycine-glycine (GG). Il s’avere que la
présence d’une proline en position 2.58 pour les familles SO et CHEM résulte de la délétion
d’un résidu dans le groupe de récepteur ayant une proline en posistion 2.59 (récepteurs PEP,
par exemple) et I’hypothese actuellement voudrait que la position de cette proline en « 58 »
conduise a une structure en coude proline « typique » et non a un renflement (Figure 7). Tres
récemment, cette hypothése a recu une validation expérimentale avec la résolution de la
structure cristallographique du CXCR4, un prototype des récepteurs chimiotactiques

professionnels (Wu et al., 2010a).

Figure 7. Modélisation

SO CHEM PEP moléculaire des TM2 des
récepteurs en fonction de

- \pPSS la position de la proline.
« Cassure »__ == P59Q@ < Structure renflée La proline en position 2.58
proline typique -L“" induit un coude proline

{.-"“ typique dans la structure des

> TM2 des récepteurs CHEM

’ (CXCR4) et SO (récepteur

r\.\ UT). En revanche, une

UT CXCR4 Kiss1R structure renflée est
observée dans le TM2 des

récepteurs PEP (exemple du
récepteur Kiss1R) qui possedent une proline en position 2.59. Extraction des données 3D de la Protein
Data Bank (PDB) et modélisation moléculaire (Rasmol, http://rasmol.org/). KisslR: récepteur du
kisspeptine de type 1; UT: récepteur de 1’urotensine II.

2.2.2. Principaux ligands de RCPGs impliqués dans la migration cellulaire
Parmi les RCPGs, plusieurs sont sollicités dans le processus de migration. Dans ces cas,
leurs ligands sont considérés comme des molécules chimioattractantes et sont répartis en trois

groupes, i.e. les chimiokines, les lipides bioactifs et les peptides vasoactifs.
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Les chimiokines sont des molécules sécrétées de faible masse moléculaire, caractérisées
par la présence de motifs cystéine tres spécifiques dans leur séquence peptidique. La plupart
des chimiokines contiennent quatre résidus cystéines et sont classifiées selon la position des
deux premiers en CXC, CC, C ou CX3C. Deux ponts disulfures sont respectivement formés
entre la premiere et la troisieme cystéine, et entre la deuxieme et la quatrieme cystéine. Les
récepteurs des chimiokines sont classés et nommés selon la nature de leurs ligands. Ainsi, on
peut associer les récepteurs CXCR1 a CXCRS avec les chimiokines CXC, CCR1 a CCR9
avec les CC, CX3CR1 avec CX3C et enfin, XCR1 avec C (Murphy et al., 2000). Les
premieres chimiokines ont été caractérisées pour leurs propriétés pro-migratoires exercées sur
des cellules du systtme immunitaire, a ’'image de l'interleukine 8 (IL-8), identifiée par
Baggiolini et coll. en 1989. En marge de leur role important dans le systtme immunitaire, les
chimiokines et leurs récepteurs sont impliqués dans de nombreuses pathologies incluant les
maladies auto-immunes (Godessart and Kunkel, 2001), les troubles cardiovasculaires (Charo
and Taubman, 2004) et le cancer (Vicari and Caux, 2002). Dans le cas du cancer, la
chimiokine la plus étudiée est le SDF-1 qui est le ligand endogene du CXCR7 et CXCR4. Le
couplage SDF-1/CXCR4 provoque la migration et les processus métastasiques de nombreuses
cellules tumorales comme précédemment démontré dans le cas des cancers du sein (Smith et
al., 2004), du poumon (Phillips et al., 2003), du rein (Pan et al., 2006), de la prostate
(Taichman et al., 2002), et dans les mécanismes invasifs des gliomes (Ehtesham et al., 2006).

Les lipides sont les constituants majeurs de la membrane cellulaire. Certains d’entre eux
sont communément appelés lipides bioactifs ou médiateurs lipidiques car ils ont la capacité
d’exercer des effets biologiques. Parmi eux se trouvent les prostaglandines (PGs), le platelet-
activating factor (PAF), le lysophosphatidic acid (LPA) et le sphingosine-1-phosphate (S1P).
Ces lipides sont produits par une succession de réactions enzymatiques a partir de
phospholipides membranaires et agissent sur des RCPGs de classe A (famille des

Rhodopsines). Le premier RCPG de lipide identifié est le récepteur du PAF (Honda et al.,

-62 -



1991). De nombreux lipides bioactifs ont été caractérisés pour leurs effets sur la migration
cellulaire en général et tumorale en particulier. C’est le cas de la prostaglandine E, qui
augmente la motilité de cellules de carcinome colorectal (Sheng et al., 2001) via le récepteur
EP4, ou encore du PAF qui stimule la migration de cellules issues d’une tumeur mammaire
(Bussolati et al., 2000). De méme, le LPA induit la migration de cellules souches
mésenchymateuses (Song et al., 2010), de cellules tumorales prostatiques (Hao et al., 2007) et
de cellules de muscles lisses vasculaires (Kim et al., 2006). En revanche, le S1P inhibe la
migration de neutrophiles (Kawa et al., 1997), de cellules musculaires lisses vasculaires
extraites de bronches (Kawata et al., 2005) et de myoblastes (Becciolini et al., 2006), tandis
qu’il stimule celle de cellules endothéliales vasculaires (Okamoto et al., 2000) et de cellules
de muscles lisses vasculaires (Fegley et al., 2003). Cette diversité dans les réponses cellulaires
peut étre imputée a I’existence de cinq récepteurs du S1P (Spiegel and Milstien, 2003).

Un certain nombre de peptides dits « vasoactifs » ont une action directe sur les
vaisseaux et les cellules musculaires lisses. Il s’agit principalement de 1I’ANG-II, la
vasopressine (VP), la BDK, la substance P (SP) (Bisset and Lewis, 1962), I’endothéline 1
(ET-1) (Yanagisawa et al., 1988), le neuropeptide Y (NPY) (Lundberg and Tatemoto, 1982),
I’UII (Itoh et al., 1987), le natriuretic peptide (ANP) (Currie et al., 1983), le vasoactive
intestinal peptide (VIP) (Larsson et al., 1976), la neurotensine (NTS) (Rosell et al., 1976), le
calcitonin gene-related peptide (CGRP) (Brain et al., 1985), et I’adrénomédulline (ADM)
(Perret et al., 1993). Ces peptides vasoactifs lient des RCPGs de classe A, excepté I’ADM et
le CGRP qui peuvent interagir avec des complexes composés du calcitonin receptor-like
(CALCRL) de la classe B et d’un récepteur avec un seul domaine transmembranaire de la
famille des receptor activity-modifying proteins (RAMP), qui relayent des effets
vasoconstricteurs, vasodilatateurs et/ou cardiaques. D’autres peptides agissent également sur
la migration cellulaire, particulierement sur les cellules endothéliales, vasculaires lisses et/ou

les cellules du systéme immunitaire. A titre d’exemple, de nombreuses publications ont
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rapporté les effets de I’ ANG-II sur la migration des cellules de muscles lisses vasculaires (Jia
et al., 2008; Jung, et al., 2010a; Mugabe et al., 2010). L’ET-1, quant a elle, stimule la
migration de cellules de trophoblaste (Chakraborty et al., 2003; Liu et al., 2012), de cellules
endothéliales (Daher et al., 2008) et de progéniteurs neuronaux (Nishikawa et al., 2011), mais
inhibe la migration de HEK293 qui expriment constitutivement le récepteur de I'ET-1
(Yamauchi et al., 2002). En revanche, peu d’études publiées sont consacrées aux effets du
NPY sur la migration méme s’il a récemment ét€ montré qu’il augmente la migration et la
prolifération de cellules d’une lignée de cancer du sein (Medeiros et al., 2012). De telles
propriétés ont également été observées avec la BDK sur des cellules du systeme immunitaire
(Paegelow and Lange, 1982; McFadden and Vickers, 1989) et des cellules tumorales, qu’elles
soient issues de gliomes (Lu ef al., 2010) ou d’une lignée de tumeur de la prostate (Yu et al.,
2012). De facon surprenante, le VIP exerce des effets ambivalents sur la migration des
leucocytes sur lesquels il augmente ou diminue la migration a faible (subpicomolaire) ou forte

(suprananomolaire) concentration respectivement (Bondesson et al., 1991).

2.2.3. Les voies de signalisation impliquées dans la migration

Les protéines G trimériques

Les RCPGs transmettent classiquement leur signal via D’activation d’une protéine G
hétérotrimérique ou guanine nucleotide-binding protein qui contient des sous-unités a, 3, et y
(Neer and Clapham, 1988). A I’heure actuelle, vingt sous-unités o sont répertoriées (Neves et
al., 2002) et classées en quatre familles: as, O/, Og/11, 01213, sur la base de leur séquence
(Simon et al., 1991). Six sous-unités B et onze sous-unités y ont également été identifiées. Les
RCPGs disposent d’un motif consensus E/DRY dans leur deuxieéme ou troisieme boucle
intracellulaire qui leur permettent d’interagir avec la sous-unité a de la protéine G (Rovati et
al., 2007). La liaison de 1’agoniste induit une réorientation de la structure tridimensionnelle du

récepteur qui conduit a la fixation d’'un GTP a la place d’'un GDP sur la sous-unité a de la
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protéine G, entrainant la dissociation des sous-unités By. Ces deux entités peuvent alors agir
sur leurs effecteurs respectifs. L’activité GTPase intrinseque de la sous-unité a hydrolyse
ensuite le GTP permettant a la sous-unité a-GDP de se lier a nouveau au complexe By (Neer
and Clapham, 1988). Cette signalisation des RCPGs par les protéines G relaye de nombreuses
modulations de la machinerie cellulaire provoquant prolifération, sécrétion, modulation de la
transcription, contraction et bien siir migration cellulaire.

Les données disponibles dans la littérature démontrent que la plupart de ces protéines G
peuvent étre recrutées dans le processus de migration cellulaire (Cotton and Claing, 2009)
(Figure 8). Néanmoins, les exemples sont restreints dans le cas de la protéine G qui entraine
classiquement I’activation d’une adénylyl cyclase (AC) et la production d’AMPc. De maniere
atypique, la prostaglandine E2 via I’activation de son récepteur EP4, permet le recrutement
d’une protéine G, I’accumulation d’AMPc et I’activation consécutive de la protéine kinase A
(PKA), impliquée dans la migration de cellules de cancer du sein (Timoshenko et al., 2003).
Par ailleurs, la voie AC/AMPc est liée a la formation des lamellipodes et des filopodes de
cellules ovariennes de Rat, suite a I’activation du récepteur de la follicle-stimulating hormone
(FSH) (Grieshaber et al., 2000). La stimulation du récepteur de 1’adénosine A2, présent sur
des mastocytes humains, active quant a elle la voie AC/AMPc/PKA ainsi que la protéine
Cdc42 (Feoktistov et al., 2000), suggérant que les effets de la voie AC/AMPc/PKA sur les
protrusions impliqueraient la protéine Cdc42. Cependant, ces mémes auteurs ont déterminé
que Cdc42 n’est pas un bon substrat pour la PKA et qu'implicitement 1’activation de Cdc42
nécessite des protéines intermédiaires qui n’ont pas encore été identifiées (Feoktistov et al.,
2000).

En ce qui concerne la protéine Gy, son recrutement conduit a I’activation d’une PLC
responsable de I’hydrolyse de PIP; en inositol trisphosphate (IP3) et en diacylglycérol (DAG).
La liaison de I’IP5 sur son récepteur localisé a la surface du réticulum endoplasmique entraine

I’ouverture de canaux calciques qui liberent du calcium dans le cytosol. Le calcium est un
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second messager majeur dans de nombreuses réponses cellulaires, en agissant notamment sur
la calmoduline. Le DAG peut lui aussi lier un certain nombre d’effecteurs comme la protéine
kinase C (PKC). Comme cela a été démontré dans le cas du récepteur a 1’ocytocine sur une
lignée de cellules endothéliales humaines, les human umbilical vein endothelial cells
(HUVECGsS) (Cattaneo et al., 2008), certains RCPGs présentent un couplage a la voie G4/PLC
impliquée dans la migration cellulaire. De la méme maniere, 1’utilisation d’un peptide
interférant dirigé contre la protéine G4 a permis de démontrer que les effets du LPA sur la
migration des cellules de muscles lisses vasculaires sont relayés par la protéine Gq via

I’activation de ERK1/2 et Akt (Kim et al., 2006).

OXTR
LPA CXCR4
EP4 P2Y2 S1P1 LPA
FSHR ETB CXCR4 GPR56
A2 S1P2 LPA2 EGFR S1P2

Figure 8. Représentation schématique des principales voies de signalisation de la migration
associées, aux protéines G hétérotrimériques. A2: récepteur de I’adénosine de type 2; AC: adénylyl
cyclase; AMPc: 3"-5"-cyclic adenosine monophosphate; CXCR4: C-X-C chemokine receptor type 4;
DAG: diacylglycérol; EGFR: epidermal growth factor receptor; EP4: prostaglandin E receptor 4
ERK: extracellular signal-regulated kinase; ETB: récepteurs de I’endothéline de type B; FSH: follicle-
stimulating hormone receptor; IP5: inositol trisphosphate; LPA1/2: lysophosphatidic acid receptor type
1/2; OXTR: ocytocin receptor; P115RhoGEF: 115 kDa guanine nucleotide exchange factor; P2Y?2:
récepteur purinergique de type 2; PI3K: phosphatidylinositol-3 kinase; PIP,: phosphatidylinositol 4,5-
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bisphosphate; PIP;: phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate; PKA: protéine kinase A; PKC: protéine
kinase C; PLC: phospholipase C; ROCK: Rho-associated protein kinase; S1P1/2: sphingosine-1-
phosphate receptor type 1/2. —> : effet stimulateur; —: effet inhibiteur; --> : non determiné.

Le récepteur purinergique (P2Y2) induit la migration d’une lignée cellulaire hybride
neuroblastome/glioblastome (NG 108-15) par I'intermédiaire de la voie Gq/PLC/Cal2+ (Ando
et al., 2010). L’implication de cette voie dans la migration reste néanmoins controversée
puisque dans de nombreux cas, ce couplage des récepteurs a G4 conduit au contraire a
I’inhibition de la migration cellulaire, e.g. cas du récepteur a 1’endothéline ETB sur des
progéniteurs neuronaux (Mizuno et al., 2005), ou du récepteur au sphingosine-1-phosphate
S1P2 sur des cellules de muscles lisses vasculaires (Takashima et al., 2008).

L’étude de la famille des protéines G; a été facilitée par I'utilisation de la toxine
pertussique (PTX) qui catalyse I’ADP-ribosylation d’un résidu cystéine situé sur 1’extrémité
C-terminale de la sous-unité o, prévenant ainsi la liaison de la protéine G au récepteur
(Kaslow and Burns, 1992). L’utilisation de la PTX dans de nombreux types cellulaires a mis
en évidence le role important de G; dans la migration cellulaire. Son activation est en effet
responsable de 1’augmentation de la migration de leucocytes en réponse au PAF (Brown et
al., 2006). La stimulation du récepteur au sphingosine SI1PI1, situé¢ sur des cellules de
capillaires lymphatiques, induit la migration et la formation de tubes, un effet bloqué par la
PTX, indiquant que le S1P1 est couplé a la protéine G;. Néanmoins, le bloqueur de PLC,
1’U73122, ainsi qu’un chélateur de calcium, le BAPTA-AM, inhibent ces effets, suggérant
que la voie PLC/Ca®* pourrait également étre impliquée (Yoon et al., 2008). L utilisation
d’outils pharmacologiques a également permis de déterminer que le SDF-1 stimule la
migration des lymphocytes T via la voie Gi/PI3K/PIPs/ERK (Sotsios et al., 1999), mais que
cette voie n’est pas responsable de la contraction de I’actine dans la cellule. En effet, 1’étude
de Tan et coll. (2006) a confirmé le fait que la migration des lymphocytes T induite par le
SDF-1 passe non seulement par G, mais aussi par By et Rac. Dans le cas du LPA, la

migration de cellules cancéreuses ovariennes est induite par la liaison sur le récepteur LPA2
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conduisant a I’activation de la voie de signalisation Gj/Src. De fagon intéressante, le blocage
de 'EGFR et de ERK prévient la migration, suggérant que Src pourrait transactiver ’EGFR
dans ces cellules (Jeong et al., 2008).

Parmi les quatre familles de protéine G, la Gjy3 est celle pour laquelle il y a le moins de
connaissances car ses effecteurs sont restés inconnus pendant des années et que les outils
disponibles pour interférer avec les voies de signalisation de Gjy3 étaient inexistants. Un
tournant dans la compréhension des mécanismes de signalisation de Gjyy3 fut la
démonstration par Buhl et coll. en 1995 que des mutants actifs de Gj, et Gj3 stimulent
fortement la GTPase Rho entrainant ainsi la formation de fibres de stress d’actine et
d’adhésions focales dans des cellules de la lignée Swiss 3T3. Peu de temps apres, la
découverte d’une protéine stimulée directement par Gjy/;3 nommée pl15RhoGEF (une GEF
ciblant Rho), a permis de compléter la cascade de signalisation de Gj,/3 (Hart et al., 1998;
Kozasa et al., 1998). Dans la mesure ou Rho est le principal effecteur de Gjy/13, les récepteurs
couplés a cette protéine G sont souvent impliqués dans la migration cellulaire. A titre
d’exemple, la migration des cellules Jurkat (lignée de lymphocytes T), induite par le ligand du
CXCR4, le SDF-1, nécessite ’activation de la voie de signalisation Gj,/13/Rho/ROCK/MLC
(Tan et al., 2006). De méme, le récepteur au LPA est couplé a la protéine G; relayant la
migration, mais la présence du couplage Gj,/13/Rho/ROCK contribue aussi a ce mécanisme
(Bian et al., 2006). Ainsi, le blocage de Gjy/3 dans un modele de xénogreffe de tumeur
mammaire de souris ne pertube pas la croissance tumorale mais réduit le nombre de
métastases (Kelly er al., 2006a). Des résultats similaires sont observés in vitro, ou
I’expression des formes activées de Gj, et Gj3 entraine I’invasion de cellules tumorales
prostatiques dans du matrigel (Kelly ez al., 2006b). Néanmoins, cette voie de signalisation des
RCPGs reste controversée puisqu’elle peut a I’inverse étre responsable d’une inhibition de la

migration, comme cela a été démontré dans le cas du récepteur orphelin GPR56 sur des
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cellules progénitrices neurales (Iguchi et al., 2008), ou du récepteur S1P2 sur des cellules de
muscles lisses vasculaires (Takashima et al., 2008).

La diversité des voies de signalisation des récepteurs est encore étoffée par leur interaction
a d’autres protéines relayant de nombreuses voies de signalisation secondaire, pouvant elle-

méme intervenir dans les processus de migration cellulaire (Figure 9).
Dimérisation Transactivation

HB-EGE
— X\

Cofiline

|

Figure 9. Représentation schématique des principales voies de signalisation secondaires

intervenant dans la migration cellulaire. ADAM: a disintegrin and metalloproteinase; ERK:

extracellular signal-regulated kinase; HB-EGF: heparin binding EGF; GRK: G protein-coupled

receptor  kinase;  LIMK:LIM  kinase; = MAPKS: mitogen-activated  protein  kinases;

PI3K: phosphatidylinositol-3 kinase; RGS: regulator of G protein signaling. —> : effet stimulateur;
— : effet inhibiteur; --> : non determiné.

Les kinases de récepteurs couplés aux protéines G ou GRKs

Les GRKs constituent une famille de sept sérine-thréonine kinases qui lient et
phosphorylent des RCPGs activés. Cette phosphorylation de récepteurs permet de créer des
sites de haute affinité nécessaires pour la liaison des arrestines, entre autres responsables de la
désensibilisation des RCPGs (Claing et al, 2002). Or, I’absence de GRK2 dans des
lymphocytes T augmente leur migration induite par le CCRS5 (Vroon et al., 2004a). De la
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méme maniere, la migration de granulocytes et de neutrophiles déficients en GRK6, en
réponse au leukotriene B4, a ’anaphylatoxine C5 ou au SDF-1, est plus élevée que celle des
cellules sauvages (Kavelaars er al., 2003; Vroon et al., 2004b; Tarrant et al., 2008).
L’ensemble de ces données indique qu’en favorisant la désensibilisation des récepteurs, les
GRKSs joueraient un role inhibiteur sur la migration cellulaire. A I’inverse, 1’absence de GRK6
dans des cellules B et T inhibe leur migration induite par le CXCR4, suggérant un effet
potentiel des GRKs dans transduction du signal (Fong et al., 2002). Cette hypothese est
confortée par la capacité d’interaction de ces kinases avec de nombreux partenaires protéiques
impliqués dans la migration cellulaire. En effet, GRK2 interagit directement avec la PI3K
(Naga Prasad et al., 2001) et participe a I'internalisation du récepteur 2-adrénergique (Naga
Prasad er al., 2005). GRK2 et la MEK, une MAP kinase kinase (Jiménez-Sainz et al., 2006)
se trouvent dans le méme complexe multimoléculaire et cette co-localisation est corrélée a
I’inhibition de ERK. Ainsi, il a ét€¢ montré qu’un niveau élevé de GRK?2 entraine I’inhibition

de I’activation de ERK en réponse a une chimiokine (Jiménez-Sainz et al., 2000).

Les f-arrestines

A T’heure actuelle, quatre formes d’arrestines ont été clonées chez les mammiferes, dont
deux (v-arrestine et c-arrestine) sont exclusivement exprimées au niveau de la rétine tandis
que les deux autres (B-arrestine 1 et B-arrestine 2) sont ubiquistes. Principalement connues
pour leur role dans la désensibilisation des récepteurs, les -arrestines agissent aussi comme
de véritables plate-formes protéiques (Xiao et al., 2007). Elles lient par exemple les protéines
adaptator protein-2 (AP-2) et les clathrines, et provoquent ainsi |’internalisation des
récepteurs via la formation de puits de clathrines (Wolfe and Trejo, 2007). Les B-arrestines
participent également a la transduction du signal, conduisant notamment a la migration
cellulaire. A titre d’exemple, la B-arrestine 2 relaye les effets du SDF-1 et de I’ANG-II sur la

migration cellulaire via entre autres la p38 MAPK (Sun et al., 2002; Hunton et al., 2005). En
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accord avec ces données, des lymphocytes issus de souris KO délétées du géne codant la -
arrestine 2 ne migrent plus apres activation du CXCR4 par le SDF-1 (Fong et al., 2002). Dans
le cas du peptide vasoactif ANG-II, il a également ét¢ démontré que 1’activation de son
récepteur ATIR, permet le recrutement de Ggi; et de la PB-arrestine 1, toutes deux
responsables de la stimulation de RhoA et de la formation consécutive de fibres de stress
d’actine (Barnes et al., 2005). De plus, les B-arrestines relayent les effets du récepteur PAR2
sur I’activation de ERK, favorisant ainsi la migration de cellules de cancer du sein (Ge et al.,
2004). Pour ce méme récepteur, la B-arrestine peut aussi entrainer I’inhibition de la LIM
kinase (LIMK) et I’activation de la chronophine, favorisant la forme active de la cofiline, et le
turnover de I’actine (Zoudilova et al., 2007). La méme équipe a démontré qu’en I’absence de
B-arrestine 2, I’association de la cofiline avec la chronophine, son activation et la migration
cellulaire étaient abolies (Zoudilova et al., 2010). Par ailleurs, la liaison des B-arrestines a une
autre protéine de liaison a I’actine (la filamine A) est nécessaire a la migration cellulaire
induite par I’activation des récepteurs a I’ ANGII (AT1R) ou a I’acétylcholine (M1R) (Scott et
al., 2006). Ce complexe protéique est responsable de I’activation des MAPKs et de la

modulation du cytosquelette d’actine (Scott et al., 2006).

Les protéines régulatrices des protéines G ou les Regulator of G protein signaling (RGSs)
Les RGSs sont des GTPases qui interagissent directement avec les sous-unités o des
protéines G pour catalyser 1’hydrolyse des GTPs et ainsi inhiber I’activit¢ du complexe
hétérotrimérique (De Vries et al., 2000). Une étude menée en 1998 a révélé que la sur-
expression des RGS1, RGS2 et RGS3 se traduit par une baisse de la migration des cellules
lymphoides sous le contrdle de la protéine Gj, (Bowman et al., 1998). Par la suite, d’autres
travaux ont confirmé le role inhibiteur des RGSs dans le controle de la migration cellulaire
comme ceux de Griining et coll. (1999) menés sur des cellules rénales, ou ceux de Reif et

Cyster (2000) réalisés sur les lymphocytes B. Cet effet inhibiteur serait sous-tendu par une
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diminution de la phosphorylation et du recrutement de la FAK au niveau membranaire par

RGSI1 (Le et al., 2005).

La transactivation

Comme décrit dans le §2.1, les RTKs sont capables, une fois dimérisés, d’entrainer la
migration cellulaire. Cette activation peut étre liée a celle des RCPGs par un phénomene
appelé transactivation, pour la premicre fois décrit en 1996 par Daub et coll.. Dans cette
étude, la mobilisation de la voie MAPK induite par I’interaction de différents ligands (ET-1,
thrombine et LPA) avec leurs RCPGs respectifs est bloquée par un inhibiteur de 1’activité
tyrosine kinase ou un dominant négatif de I’EGFR. Différents médiateurs des RCPGs peuvent
conduire a la transactivation des RTKs, e.g. le calcium (Eguchi et al., 1998; Zwick et al.,
1997), la PKC (Tsai et al., 1997) ou la src (Luttrell ez al., 1997; Andreev et al., 2001). Parmi
les effecteurs de protéines G, la src (Pierce et al., 2001) mais aussi la PLC (Mifune et al.,
2005) stimulent des métalloprotéases membranaires appelées ADAMs pour a disintegrin and
metalloproteinase. La transactivation de RTKs de type EGFR peut faire intervenir une

métalloprotéase membranaire capable de cliver I’ heparin binding EGF (HB-EGF) (Prenzel et

al., 1999). Ainsi, les mécanismes relayés par des RTKs et surtout ’EGFR, permettent le
recrutement de la voie des MAPKSs, impliquée dans la migration cellulaire. Dans certains cas,
les effets promigratoires des récepteurs requierent exclusivement cette transactivation. C’est
le cas de la thrombine sur des cellules de muscles lisses vasculaires (Kalmes er al., 2000), de
I’ ANG-II sur des kératinocytes et des fibroblastes (Yahata et al., 2006), ou du LPA sur des

cellules d’un carcinome squameux (Gschwind et al., 2002).

L’oligomérisation
Bien que certaines études in vitro montrent que les RCPGs peuvent fonctionner sous forme

de monomere (Ernst et al., 2007; Kuszak et al., 2009; Bayburt et al., 2011), de nombreux
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RCPGs incluant les récepteurs aux chimiokines s’associent entre eux (homodimeres) ou avec
d’autres récepteurs (hétéro-dimeres ou -oligomeres). Un nombre croissant d’études suggere
que la structure dimérique ou oligomérique des récepteurs représente la structure
fonctionnelle constitutive des RCPGs. L’un des enjeux actuel est de comprendre le role exact
et la plasticité de ces structures. Les travaux concernant les récepteurs de chimiokines
évoquent I’implication de I’oligomérisation dans la migration cellulaire. En effet, un certain
nombre de ces récepteurs comme le CCR2 (Sohy et al., 2009), le CCRS5 (Issafras et al., 2002),
le CXCR1 (Wilson et al., 2005), le CXCR2 (Trettel et al., 2003), et le CXCR4 (Babcock et
al., 2003; Percherancier et al., 2005) possedent des structures dimériques ou oligomériques. Il
a été montré que le CCR2 entraine une réponse fonctionnelle uniquement sous forme de
dimere (Rodriguez-Frade et al., 1999), et qu’une forme tronquée du CXCR2, inapte a former
des dimeres, n’a plus d’action sur le chimiotactisme (Trettel et al., 2003). L’utilisation d’un
peptidomimétique du 4*™ domaine transmembranaire (TM4) du CXCR4 sur les cellules,
abolit la dimérisation, bloquant ainsi les effets du SDF-1 sur la polymérisation d’actine et la
migration cellulaire (Wang et al., 2006). Enfin, ’hétéro-oligomérisation de CXCR4 avec
CXCR7 semble augmenter la migration de cellules de cancer du sein en réponse au SDF-1
(Décaillot et al., 2011). L’ensemble de ces études indique que I’oligomérisation des
récepteurs peut jouer un role important dans les voies de signalisation conduisant a la

migration cellulaire.

Les autres protéines d’interaction

Un nombre important de protéines capables de lier les RCPGs et moduler leur localisation
subcellulaire et/ou leur signalisation a été identifié (Bockaert et al., 2003). Le plus souvent,
elles interagissent avec I’extrémité cytoplasmique C-terminale du récepteur ou avec la boucle
intracellulaire 3 (la plus longue de toutes). Ces interactions protéine-protéine se font

généralement via des domaines spécifiques tels que les PDZ ou les src homology 3 (SH3).
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L’interaction de la myosin heavy chain IIA avec I’extrémité C-terminale du CXCR4 pourrait
participer a la migration des lymphocytes T (Rey et al., 2002). Par ailleurs, I’interaction de la
filamine A avec I’extrémité C-terminale du P2Y?2 est nécessaire a la migration des cellules de
muscles lisses vasculaires (Yu ef al., 2008), indiquant que certaines de ces protéines
d’interaction sont impliquées dans ce processus.

L’ensemble de ces données permet d’entrevoir la complexité et la diversité des voies de
signalisation conduisant a la migration cellulaire. Ainsi, il est 1égitime de penser qu’une
dérégulation de ’une de ces voies pourrait aboutir a une migration cellulaire inappropriée,

elle-méme associée a un processus pathologique.

3. Migration en conditions physiopathologiques: les tumeurs cérébrales gliales

3.1. Généralité sur les gliomes

3.1.1. Classification des gliomes

Le médecin pathologiste allemand Rudolf Virchow fut le premier vers 1860 a introduire le
terme de « gliomes », en les distinguant des autres tumeurs primaires cérébrales. Basée sur
des criteres histologiques définis et sur leurs origines histogénétiques supposées, la
classification originelle des gliomes a été initialement menée par Bailey et Cushing en 1926.
Grace a la progression des techniques cytologiques et histologiques, une classification plus
aboutie a été publiée par I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) en 1979 puis révisée par
le méme organisme en 1993, 2000 et 2007 (Louis et al., 2007). Selon I’origine cellulaire des
gliomes, on distingue les astrocytomes, les oligodendrogliomes, les épendymomes et les
gliomes mixtes. Enfin, sur la base de criteres histologiques, ’OMS a répertorié¢ les
astrocytomes en quatre grades de malignité croissante (I a IV) (Figure 10).

Le grade I ou astrocytome pilocytique est circonscrit, bénin et se traite par simple exérese.
Faiblement malin, le grade II ou astrocytome diffus, présente un fort degré de différenciation

et une densité cellulaire modérée, mais il évolue fréquemment vers des grades supérieurs.
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Comme son nom I’indique, I’astrocytome anaplasique ou grade III est constitué de cellules
indifférenciées regroupées ou dispersées et comportant des atypies nucléaires. Enfin, le grade
IV ou glioblastome, tres agressif, peut apparaitre de novo (glioblastome primaire) ou provenir
de I’évolution de grades inférieurs (glioblastome secondaire) (Maher et al., 2006). Les
glioblastomes possedent également des atypies nucléaires ainsi qu’une forte densité cellulaire
associée a une activité mitotique importante, des zones nécrotiques et une néo-vascularisation
élevée (Figure 10).

Astrocytome pilocytiq
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Anomalies génétiques générant un glioblastome secondaire
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Figure 10. Représentation des principales anomalies histologiques et génétiques répertoriées
dans la classification des astrocytomes. CDK4: cyclin-dependent kinase 4; DCC: deleted in
colorectal cancer; EGFR: epidermal growth factor receptor, LOH: loss of heterozygosity;
MDM2: murine double minute 2; pl4ARF: pl4 alternate reading frame; PDGF: platelet-derived
growth factor; PDGFRa: platelet-derived growth factor receptor o; PI3K: phosphatidylinositol-3
kinase; PTEN: phosphatase and tensin homolog; Rb: retinoblastoma; VEGF: vascular growth factor
receptor.
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3.1.2. Epidémiologie

Les gliomes représentent 2% des cancers chez I’adulte et 20% chez I’enfant (Baldwin and
Preston-Martin, 2004). Plus de 70% de I’ensemble des tumeurs cérébrales sont des gliomes et
parmi eux, le glioblastome, considéré comme le plus agressif d’entre eux, est aussi le plus
fréquent (60 a 70%). D’apres les données épidémiologiques recueillies aux Etats-Unis de
2000 a 2004 par le Central Brain Tumor Registry of the United States (CBTRUS), I’incidence
annuelle des gliomes chez I’adulte est approximativement de 5 cas pour 100 000 individus,
avec une légere augmentation au cours de ces trois dernieres décennies, principalement en
raison du vieillissement de la population (Fisher et al., 2007), mais aussi en raison de
I’amélioration de I’'imagerie diagnostique (Radhakrishnan et al., 1995). Plusieurs facteurs de
risque seraient impliqués dans le développement de ces gliomes, dont I’age en particulier,
puisque chez des patients adultes diagnostiqués pour un gliome de haut-grade, 1’d4ge médian
est de 64 ans (Fisher et al., 2007). Le sexe est aussi un parametre significatif car les gliomes
sont 40% plus fréquents chez les hommes que chez les femmes (Fisher ef al., 2007). Selon
certains auteurs, cette disproportion pourrait €tre liée aux effets « anti-oncogenes » des
cestrogenes (Plunkett et al., 1999; McKinley et al., 2000). De nombreuses études ont par
ailleurs montré que 1’exposition aux radiations thérapeutiques peut €tre responsable de
I’apparition de glioblastomes multiformes (Madden et al., 2010; Joh et al., 2011; Ahn and
Kim, 2012). Bien que I'utilisation a long terme du téléphone portable soit pointée du doigt
(Hardell et al., 2007), notamment en raison d’études menées sur des rongeurs soumis a des
expositions fortes et prolongées (Repacholi, 2001), un lien clair avec I’apparition de gliomes
n’a pas encore ét€ avéré (Ahlbom er al., 2009; Little et al., 2012). Egalement suspecté,
I’impact des pesticides sur le développement des tumeurs cérébrales n’est pas non plus
clairement prouvé (Ruder et al., 2004; Lee et al., 2005; Provost et al., 2007). Enfin, certains
cas de gliomes ont été décrits chez des patients ayant subi un traumatisme cranien quelques

années auparavant (Magnavita et al., 2003; Salvati et al., 2004; Anselmi et al., 2006).
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Sur le plan génétique, environ 5% des patients qui développent un gliome présentent des
antécédents familiaux de tumeur cérébrale. Certains de ces cas familiaux sont associés a des
syndromes génétiques rares tels que le syndrome de Li-Fraumeni di a la présence d’une
mutation au sein du gene codant p53, le syndrome de Turcot associant un spectre tumoral

cérébral et colorectal, et les neurofibromatoses de types 1 et 2 (Farrell and Plotkin, 2007).

3.1.3. Principales mutations somatiques

Ces dernieres années, d’importants progres ont été réalisés dans la compréhension des
mécanismes moléculaires du développement tumoral. La transformation maligne des gliomes
résulte de I’accumulation séquentielle d’aberrations génétiques et de la dérégulation de la
cascade de signalisation liée aux facteurs de croissances (Furnari et al., 2007) (Figure 10).
Nettement majoritaires, les glioblastomes primaires (90%) sont prédominants chez des
patients de plus de 50 ans et caractérisés par I’amplification et la mutation de ’EGFR, la perte
d’hétérozygotie du chromosome 10q, la délétion de PTEN et de P14ARF. Les glioblastomes
secondaires, qui ne représentent que 10% environ des glioblastomes, apparaissent chez des
sujets plus jeunes. Ils résultent de la transformation d’un astrocytome de bas grade ou d’un
astrocytome anaplasique, principalement liée a une mutation de pS3 et a une surexpression du
PDGFR, et possedent un profil transcriptionnel et des aberrations du nombre de copie d’ADN
qui different largement de ceux retrouvés dans les glioblastomes primaires. En dehors de leurs
particularités génétiques, ces deux types de cancers partagent le méme profil histologique et
répondent de facon identique a une thérapie conventionnelle.

Le travail récemment mené par le groupe de Hayes (2010) sur la base des données
génomiques collectées par le Cancer Genome Atlas Network, a fait significativement évolué
la classification des glioblastomes (Verhaak et al., 2010). Ainsi, quatre sous-types de
glioblastomes ont été caractérisés selon les aberrations et les expressions géniques qu’ils

présentent, i.e. proneural, neural, classique et mésenchymateux. Principalement défini par des
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anomalies de PDGFRa, des mutations d’/DH1 et de TP53, le sous-type proneural exprime des
marqueurs génétiques des oligodendrocytes, tel que Olig2. La plupart des glioblastomes
secondaires référencés par Verhaak font partie de ce sous-type. Le sous-type neural, quant a
lui, est associé a des marqueurs cellulaires neuronaux et son profil moléculaire est le plus
proche du parenchyme cérébral sain. Le sous-type classique présente les aberrations
génétiques les plus fréquemment retrouvées dans les glioblastomes, 100% d’entre eux portant
une amplification du chromosome 7 associée a une délétion du chromosome 10. Ces tumeurs
se caractérisent également par un niveau d’amplification élevé de I’EGFR. Enfin, le sous-
type mésenchymateux porte une délétion de la région chromosomique 17q11.2 ou se situe le

gene NF1 et I'expression de marqueurs mésenchymateux (CHI3LI et MET) et astrocytaires.

3.1.4. Traitements des gliomes

Le traitement classique des gliomes consiste quasi-systématiquement en une résection
maximale de la masse tumorale par chirurgie. Efficace pour éradiquer un astrocytome
pilocytique, la chirurgie s’avere insuffisante dans le cas d’astrocytomes de plus haut grade,
tres invasifs. Pour autant, la résection de la masse tumorale augmente clairement 1’espérance
de vie des patients porteurs d’un glioblastome (Sanai and Berger, 2008). Généralement, la
chirurgie est associée a une prise per os de témozolomide (TMZ, Temodal®), un agent dérivé
imidazotétrazine de seconde génération (Dhodapkar et al., 1997; Prados, 2000). Son activité
cytotoxique s’effectue par méthylation des sites ADN spécifiques conduisant a un
appariement aberrant des bases lors de la réplication, a une cassure des brins d’ADN
(Friedman et al., 2000), puis a I’apoptose des cellules tumorales. Enfin, six semaines environ
apres exérese de la tumeur, les patients sont soumis a une radiothérapie (Stupp et al., 2005).

Malgré ces traitements, les tumeurs malignes, et plus particulierement celles de grade IV,

sont sujettes a de nombreuses récidives liées a I'intense capacité d’invasion des cellules
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tumorales dans le tissu sain, rendant quasi impossible I’exérese complete de la tumeur. Ainsi,

la médiane de survie d’un patient atteint d’un glioblastome se situe entre 12 et 15 mois.

3.2. Néoangiogenese tumorale

La néoangiogenese est un événement clef de la progression tumorale de certains types de
cancer (Bello et al., 2004). La néovascularisation des tumeurs cérébrales est directement
corrélée a leur agressivité, leur degré de malignité et a la rechute des patients (Birlik et al.,
2006). Le fort potentiel néoangiogénique de ces tumeurs a été pour la premiere fois décrit en
1976 grace a un test d’angiogenese classique consistant en la greffe d’un explant de
glioblastome sur la cornée de lapin (Brem, 1976). La néoangiogenese tumorale conduit a la
formation d’un réseau vasculaire anormal caractérisé par un grand nombre de vaisseaux
tortueux, dilatés et hyper-perméables responsables de conséquences cliniques importantes
(Kaal and Vecht, 2004) telles que les hémorragies intra-tumorales (Liwnicz et al., 1987) et
des pressions intracraniennes (Rees, 2012).

Il y a quelques années, il était considéré que la croissance tumorale s’effectuait en deux
phases, i.e. avasculaire puis vasculaire. Dans ce modele, les tumeurs développaient une
activité néoangiogénique uniquement lorsqu’elles avaient atteint une taille limite, provoquant
un déficit d’approvisionnement des cellules de la masse en nutriments par simple diffusion
(Zetter, 1998). 1l est maintenant admis que la croissance tumorale s’effectue en deux phases
vasculaires. La premiere correspond a I'utilisation par les cellules tumorales des vaisseaux
cérébraux préexistants (cooption), la seconde a la formation de nouveaux vaisseaux sanguins,
par angiogenese, vasculogenese ou intussusception. Considérée comme le principal mode de
formation de nouveaux vaisseaux dans les gliomes, 1’angiogenése se fait par remodelage ou
réorientation de vaisseaux existants (Tate and Aghi, 2009). La vasculogenese s’appuie quant a
elle sur des précurseurs de cellules endothéliales, tandis que I’intussusception correspond a la

scission d’un vaisseau sanguin préexistant.
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Comme évoqué précédemment, la croissance des tumeurs cérébrales s’effectue d’abord par
un mécanisme de cooption des vaisseaux sanguins, i.e. par recrutement de vaisseaux sanguins
préexistants pour croitre (Holash et al., 1999; Leenders et al., 2002) (Figure 11A). L’injection
dans le cerveau de souris de cellules de lignée gliomale exprimant une protéine fluorescente a
permis de constater qu’une destruction des vaisseaux natifs précede la phase de
néoangiogenese (Zagzag et al., 2000a). En effet, avec la croissance tumorale, les cellules
compressent et destabilisent les vaisseaux sanguins natifs conduisant a leur destruction
(Padera et al., 2004) (Figure 11B). Dans le cerveau sain, I’angiopoiétine-1 active Tie-2 et
stimule ’association des péricytes et des cellules endothéliales stabilisant ainsi le réseau
vasculaire (Papapetropoulos et al., 1999; Augustin et al., 2009). Dans le glioblastome, Tie-2
et 1’angiopoiétine-2 sont surexprimés dans les cellules endothéliales tandis que
I’angiopoiétine-1 1’est au niveau des cellules tumorales (Stratmann et al, 1998). Or,
I’angiopoiétine-2 agit en tant qu’antagoniste sur Tie-2 et perturbe les contacts entre les
cellules endothéliales et péri-endothéliales. Ceci conduit a la régression des vaisseaux
sanguins natifs précédant la phase d’angiogenese tumorale (Holash et al., 1999) (Figure 11B).

Suite a la dégradation des vaisseaux sanguins natifs, une zone nécrotique ainsi qu’un
climat hypoxique s’installent au cceur de la tumeur (Figure 11C). L’hypoxie, la mort
cellulaire, ainsi que les mutations acquises par les cellules tumorales peuvent alors entrainer la
sécrétion de nombreux facteurs pro-angiogenes. En particulier, ’hypoxie induit I’expression
du complexe transcriptionnel hypoxia inducible factor-1 (HIF-1) autour de la zone nécrotique
entourée de cellules pseudopalissadiques (Zagzag et al., 2000b). HIF-1 est un hétérodimere
composé de deux sous-unités HIF-lo et HIF-1B. Alors que la sous-unité [ est
constitutivement exprimée dans la cellule, la sous-unité o est soumise a une régulation
complexe. De fagon globale, deux enzymes régulent I’expression de HIF-1a, i.e. le factor
inhibiting HIF (FIH-1) et la prolyl hydroxylase domain (PHD) (Semenza, 2003). Ces deux

enzymes nécessitent la présence d’O, pour exercer leur fonction.
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Figure 11. Représentation schématique des étapes de la néoangiogenése tumorale. A. Cooption
des vaisseaux sanguins natifs. Les cellules tumorales se développent au voisinage de vaisseaux
sanguins natifs. B. Destruction des vaisseaux sanguins natifs. Les cellules tumorales proliferent et
compressent les vaisseaux sanguins dont les cellules libérent de I’Ang-2 qui agit sur le récepteur Tie-2
présent sur les cellules endothéliales, inhibant alors les interactions entre les péricytes et les cellules
endothéliales. C. Néoangiogenese tumorale. Une zone nécrotique se développe au centre de la tumeur,
tandis qu’en périphérie, au niveau de la zone pseudopalissadique, les cellules souffrant d’hypoxie
expriment HIF-1. Ceci entraine la libération de facteurs pro-angiogéniques, de chimiokines et de
protéases matricielles. La dégradation de la matrice ainsi que la microglie recrutée au site tumorale
libérent davantage de facteurs pro-angiogéniques. Ces facteurs, en particulier le VEGF et le SDF-1,
vont agir sur les vaisseaux sanguins distants, provoquant 1’apparition de filopodes sur une cellule
leader (Tip cell). Celle-ci va guider de la migration collective en réponse aux facteurs pro-
angiogéniques vers la tumeur. La dégradation de la matrice par des protéases combinée a la sécrétion
de molécules de la matrice par les cellules tumorales, favorise la migration et I’'invasion des cellules
endothéliales. Ang-2: angiopoiétine 2; Cdc42: cell division control protein 42; CXCR4: C-X-C
chemokine receptor type 4; FGF: fibroblast growth factor; HIF-1: hypoxia inducible factor-1; HRE:
hypoxia responsive elements; 1L-8: interleukine 8; MMPs: métalloprotéases matricielles; p300/CBP:
cAMP response element-binding protein (CREB)-binding protein; PAI-1: plasminogen activator
inhibitor-1; SDF-1: stromal cell-derived factor 1; uPAR: urokinase receptor, VEGF: vascular
endothelial growth factor; VEGFR2: vascular endothelial growth factor receptor.
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En condition normoxique, FIH-1 catalyse 1’hydroxylation de HIF-la au niveau de
I’asparagine 803 et empéche le recrutement du coactivateur cAMP response element-binding
protein (CREB)-binding protein (p300/CBP), ce qui inhibe la réponse transcriptionnelle. La
présence d’O, permet également I’hydroxylation des résidus proline 402 et 564 de HIF-1a par
PHD, et conduit a sa dégradation protéosomale via sa liaison au complexe ubiquitine ligase
von Hippel-Lindau (pVHL).

En condition hypoxique, les hydroxylases sont inactives, ce qui va permettre a HIF-1a de
s’accumuler dans le cytoplasme, pour étre alors transloquée dans le noyau ou il forme un
dimere avec HIF-1B et recrute p300/CBP. Le complexe se lie aux hypoxia responsive
elements (HREs) présents au niveau des promoteurs de nombreux genes cibles de HIF pour
réguler leur transcription. Le plus important des genes régulés est celui du VEGF (Shweiki et
al., 1992). Corrélé au grade des astrocytomes (Figure 10), son niveau d’expression est
particuliecrement élevée dans les cellules pseudopalissadiques (Plate et al., 1992). Une fois
libéré, le VEGEF se lie au récepteur VEGFR?2 (cascade de signalisation décrite au §2.1) présent
sur les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins distants et se comporte comme un
chimioattractant en induisant I’extension des filopodes d’une cellule leader. Cette cellule va
alors guider la migration collective de cellules endothéliales vers la tumeur (Gerhardt et al.,
2003). HIF-1 agit également sur I’expression des MMPs (Fujiwara et al., 2007), de
I'urokinase receptor (UWPAR) (Biichler et al., 2009) et de plasminogen activator inhibitor-1
(PAI-1) (Liao et al., 2007), qui contribuent ensemble a la destruction de la MEC, facilitant
ainsi la migration des cellules endothéliales (Arai et al., 1998; Sandstrom et al., 1999; Gondi
et al., 2004). En dégradant 1a MEC, ces protéases liberent les stocks de facteurs de croissance
séquestrés par la matrice, amplifiant leurs effets sur la croissance et I’angiogenese tumorales
(Roy et al., 2006). En plus du classique VEGF, le FGF est aussi largement exprimé dans les
gliomes (Takahashi et al., 1990) et son inhibition réduit 1’angiogenese et la croissance

gliomales (Cuevas et al., 1999; Auguste et al., 2001). D’autres molécules sont considérées
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pro-angiogéniques comme 1’interleukine 8 (IL-8), libérée par la microglie qui envahit la zone
tumorale par un mécanisme inflammatoire. En interagissant avec ses récepteurs CXCRI et
CXCR2 exprimés sur les cellules endothéliales, I’IL-8 augmente la survie, la prolifération et
la migration cellulaires (Li ef al., 2003a). Cette cytokine est également produite au niveau des
cellules pseudopalissadiques, I’hypoxie stimulant son expression (Brat et al., 2005).

Une autre chimiokine, le SDF-1 ainsi que son récepteur, le CXCR4, sont hautement
exprimés dans les glioblastomes, particuliecrement dans les cellules pseudopalissadiques et les
microvaisseaux en prolifération (Komatani et al., 2009). L’expression du couple SDF-
1/CXCR4 dépend d’ailleurs de 1’expression de HIF-1 (Schioppa et al., 2003) et peut Etre
régulée par le VEGF (Hong et al., 2006). La sécrétion du VEGF peut €tre en retour stimulée
par I’activation de I’axe SDF-1/CXCR4 (Kijowski et al., 2001). Des études in vitro et in vivo
ont révélé que le SDF-1 contribue a la néovascularisation i) en participant a I’activation de la
cellule leader lors de la migration collective conduisant a la néoangiogenese (Unoki et al.,
2010) et ii) en recrutant des progéniteurs vasculaires responsables de la vasculogenese au
niveau du site tumorale (Aghi et al., 2006).

Dans les gliomes, les molécules pro-angiogéniques cohabitent avec des molécules anti-
angiogéniques également présentes dans la tumeur (Tableau 2). Il existe une véritable balance
entre les molécules pro-angiogéniques et anti-angiogéniques avec une évolution en faveur de
la néoangiogenese. En effet, dans les gliomes, la somme de ces forces pro- et anti-
angiogéniques modulées par 1’hypoxie et les altérations génétiques provoque ce que 1’on
appelle le switch angiogénique favorisant la néoangiogenese tumorale (Bergers and Benjamin,

2003).
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PRO-ANGIOGENIQUE

ANTI-ANGIOGENIQUE

Facteurs

Localisation
chromosomique

des facteurs

Récepteurs

Localisation

chromosomique

des récepteurs

Références

Ligands des récepteurs tyrosine kinase

Angiopoietine-1

Audero et al., 2001;

et -4 8q22, 20p13 Tie-2 9921 Brunckhorst et al., 2010
EGF 4925 EGFR 7p12.3-p12.1 Goldman et al., 1993
Ephrines Nombreuses Eph Nombreux Mosch et al., 2010
Cuevas et al., 1999;
aFGF et bFGF 5q31, 4q25-q27 FGFR-1/-2 8pl11.2-p11.1, 10926 Auguste et al., 2001
HGF 7q21.1 o-Met 7C[3 1 Abounadezrogr;d Laterra,
PDGEFB 22q12.3-q13.1 PDGFRa/f3 4q12/5q31-q32 Guo et al., 2003
PGE-2 14q24-q31 VEGFR1, NPR-1 13q12, 10p12 Adini et al., 2002
TGEf3 19q13.1 TGFBR-1/-2 9933-q34, 3q22 Platten et al., 2001
VEGFA et B 6p12, 11q13 VEGFR1/2, NPR-1 13q12, 4q12, 10p12 Plate et al., 1992; 1994

Ligands des autres récepteurs

Adrénomédulline

11p15.4

CRLR/RAMP2/3

17q12-q21.1, 7p13-

Fernandez-Sauze et al.,

pl12 2004
Endothéline 6p24-p23 ETA/B 4q31.2, 13q22 Stiles et al., 1997
IGFBP-2 2q33-q34 Pazanin et al., 2011
Interleukine-6 7p21 IL-6R 1921.3 Liu et al., 2010b
Interleukine-8 4q12-q13 IL-8RA/B 2935, 2935 Brat et al., 2005
Pléiotrophine 7q33 RPTPC 7q31.3 Mentlein ag‘gogeld'lzemdt’
SDF-1 10q11.1 CXCR4 2p21 Komatani et al., 2009
PGE2 Absent EP1,2, 3 et4 19p13.1, 1dq22, Kamiyama ef al., 2006
1p31.2
Sémaphorines Nombreuses Neuropl.lme et Nombreuses Neufeld et al., 2012
plexine
Molécules de la MEC
Ténascine-C 9933 Intégrines Nombreuses Behrem et al., 2005
Fibronectine 2934 Intégrines Nombreuses Castellani et al., 1994
Laminine-8 1g31 Intégrines Nombreuses Fujita et al., 2006
Ligands de récepteurs
Angiopoiétine-2 8p23 Tie-2 9p21 Zadeh et al., 2010
Interféron aet 3 9p22, 9p21 IFNAR-1 21g22.1 Hong et al., 2000
Interleukine-4 5q31.1 IL-4RA 16p12.1-p11.2 Volpert et al., 1998
Phosphatidyl- Absent BAI-1, 2 et -3 824, 1p35, 6q12 Kaur ef al., 2003
sérine
Platelet factor 4 4q12-q13 CXCR3 8p12-p11.2 Tanaka et al., 1997
16kDa PRL 6p22.2-p21.3 16KDa PRL receptor N.D. Lee et al., 2007
PRP N.D. N.D. N.D. Bengtson and Linzer, 2000
Somatostatine 3928 SS2R et SS3R 17924, 22q13.1 Barbieri et al., 2009
VEGI 9q33 N.D. N.D. Zhang and L4i, 2012
sVEGFR1 13q12 sVEGFR1 13q12 Lamszus et al., 2003
Autres molécules
Angiostatine 6926 De Botiard et al., 2003
Endostatine 21q22.3 De Boiiard et al., 2003
PEDF 17p13.3 Zhang and Lu, 2005
PEX 16q13 Pluderi et al., 2003
SPARC 5q31.3-q32 Chlenski et al., 2010
TIMP-3 et -4 22q12.1-q13.2 Zerrougqi et al., 2012
TSP-1 et -2 15(3[15/ 6q27 Hsuetal., 12933é Fearsetal.,
Vasculostatine 8q24 Kaur et al., 2009
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Tableau 2. Facteurs pro- et anti-angiogéniques présents dans les gliomes et leur régulation. En
gras figurent les localisations chromosomiques ayant subi des altérations génétiques dans les gliomes.
Les facteurs régulés par HIF-1 sont surlignés en violet (Modifié et complété d’apres Fischer et al.,
2005). 16KDa PRL: 16KDa prolactin; aFGF: acidic fibroblast growth factor; BAI-1: brain-specific
angiogenesis inhibitor 1; bFGF: basic fibroblast growth factor, CALCLR: calcitonin receptor-like
receptor; ETA/B: endothelin receptors; EGF: epidermal growth factor; EGFR: epidermal growth
factor receptor; EP1/4: prostaglandin E2 receptor; FGFR-1: fibroblast growth factor receptor I,
HGF: hepatocyte growth factor; HIF-1: hypoxia-inducible factor 1; IFNAR-1: interferon alpha/beta
receptor 1; IL-4RA: interleukin-4 receptor subunit alpha;, 1L-6R: interleukin-6 receptor, 1L-8R:
interleukin-8 receptor; NPR-1: neuropilin-1; PDGFa: Platelet-derived growth factor receptor o;
PDGFB: platelet-derived growth factor subunit B; PEDF: pigment epithelium-derived factor; PEX: c-
terminal hemopexin-like domain of MMP-2; PGE2: prostaglandine E2; PGF-2: placenta growth
factor-2; PRP: proliferin-related protein, RAMP2/3: receptor activity-modifying protein 2/3;
RPTPC: receptor-type tyrosine protein phosphatase {; SDF-1: stromal cell-derived factor 1; SPARC:
secreted protein acidic and rich in cysteine; SS2/3R: somatostatin receptor type 2/3; sVEGFRI:
soluble VEGFR type 1, TGFp: transforming growth factor f; TGFBR-1: transforming growth factor
receptor type-1; Tie-2: tyrosine kinase with Ig and EGF homology domains-2; TIMP-3: tissue
inhibitor of metalloproteinases; TSP-1: thrombospondin-1; VEGFA: vascular endothelial growth
factor A; VEGFR1: vascular endothelial growth factor receptor 1; VEGI: vascular endothelial growth
inhibitor.

3.3. Recrutement du systéme immunitaire

L’absence d’un systeme lymphatique et I’existence de la barricre hémato-encéphalique
(BHE) sont généralement considérées comme des éléments empéchant 1’invasion du systeme
nerveux central (SNC) par les cellules immunitaires d’origine lymphoide. Il existe un type de
cellule immunitaire propre au SNC d’origine myéloide, la microglie, considérée comme la
forme résidente des macrophages et des cellules présentatrices d’antigene (CPAs) dans le
SNC. Les cellules microgliales représentent 5 a 20% de la totalité des cellules «non
neuronales » dans le SNC et sont aussi nombreuses que les neurones (Lawson et al., 1990).
Nissl, qui fut le premier en 1899 a décrire la microglie, suivi de Santiago Ramon y Cajal en

1913, puis de Pio de Rio-Hortega en 1919, considérait ces cellules comme une « neuroglie »

réactive, soulignant leur capacité a migrer et a phagocyter (Tambuyzer et al., 2009).

Dans leur forme quiescente, les cellules microgliales contrélent le microenvironnement en
réalisant de la pinocytose ou en interagissant avec les neurones (Nimmerjahn et al., 2005). La
détection par la microglie d’un signal pro-inflammatoire, tel que la présence de diverses
cytokines, d’interféron-y, de peptide B-amyloide, de thrombine ou de lipopolysaccharides
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(LPS) initie une réponse immunitaire (Dheen et al., 2007) qui consiste en la libération de
facteurs dont les cytokines IL-1 (Hartlage-Riibsamen et al., 1999), IL-6 (Suzumura et al.,
1996) et tumor necrosis factor-a (TNF-a; Floden et al., 2005), mais également regulated
upon activation normal T-cell expressed and presumably secreted (RANTES; Lokensgard et
al., 2001) et de multiples chimiokines. Les astrocytes, présents dans ce microenvironnement
particulier vont aussi produire des chimiokines et des cytokines pro-inflammatoires (Lau and
Yu, 2001) et surexprimer des marqueurs de surface immunomodulateurs (Ridet et al., 1997).
Ces changements perturbent la BHE (Lu er al., 2001a) ce qui facilite I’entrée des facteurs
solubles et de cellules immunitaires périphériques telles que les macrophages (Kleinschnitz et
al., 2003), les lymphocytes T (Minagar and Alexander, 2003) et les natural killers (Holmin et
al., 1995). Grace a la transplantation de moelle épiniere de souris transgénique GFP dans une
souris sauvage irradiée, Schilling et coll. (2003) ont démontré que I’activation de la microglie
précede I'infiltration de cellules immunitaires périphériques. La premiere preuve histologique
de la présence de microglie dans les gliomes fut apportée en 1925 par Penfield. Depuis, il a
été montré une importante colonisation microgliale et lymphocytaire a proximité et dans ces
tumeurs (Badie and Schartner, 2001). Appelées tumor-associated macrophages (TAMs), ces
cellules contribuent a 1’établissement de 1’environnement immunosuppressif des gliomes et
favorisent la prolifération et la migration des cellules tumorales (Zhai et al., 2011).

Comme indiqué dans la Figure 12, ’accumulation et I’infiltration des cellules microgliales
au niveau du gliome est due a la production de facteurs chimioattractants par les cellules
tumorales gliales. L’un d’entre eux, le monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1) est produit
par les astrocytomes (Prat et al., 2000) et peut interagir avec le récepteur CCR2 présent a la
surface des cellules microgliales. L’activation du CCR2 par le MCP-1 favorise la migration
de la microglie et son infiltration intratumorale (Platten et al., 2003). Le nombre de cellules
microgliales présentes dans les gliomes est corrélé avec le niveau d’expression de MCP-3, un

composé de la méme famille, indiquant que MCP-3 jouerait un rdle majeur dans I’infiltration
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de ces cellules (Okada et al., 2009). De plus, certains facteurs de croissance sécrétés par les
gliomes, tels que le colony stimulating factor (CSF) (Alterman and Stanley, 1994) ou
I’hepatocyte growth factor/scatter factor (HGF/SF) (Badie et al., 1999) favorisent aussi la

prolifération et I’'invasion des cellules microgliales.

Lymphocyte T

S MCP-1  CSF

MCP-3 HGEF/SF
' g
\ Astrocyte
J <3
\ Péricyte | Cellules tumorales
BHE ;ltérée

Figure 12. Role du systeme immunitaire dans le développement des gliomes. Implication de la
microglie dans les processus de migration cellulaire. BHE: barriere hémato-encéphalique; CSF: colony
stimulating factor; EGF: epidermal growth factor; HGF/SF: hepatocyte growth factor/scatter factor;
MCP1/3: monocyte chemotactic protein 1/3; MMP: métalloprotéase matricielle.

3.4. Invasion tumorale
L’invasion tumorale est une des caractéristiques les plus importantes des gliomes car elle
est la cause principale de rechute des patients. En effet, dans plus de 90% des cas, une tumeur

réapparait directement autour ou a quelques centimetres de la cavité de résection tumorale.

3.4.1. Etapes de I’invasion tumorale
L’invasion des cellules tumorales dans le tissu sain cérébral implique une combinaison
complexe de plusieurs mécanismes cellulaires qui restent encore a ce jour mal compris. La
théorie actuelle concernant la diffusion/invasion des cellules tumorales comporte plusieurs

étapes, i.e. le détachement des cellules de la tumeur primaire, 1’attachement a la MEC, la
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dégradation de la MEC et finalement la migration directionnelle (Nakada et al., 2007) (Figure

13).

Détachement Attachement Dégradation de la Migration Sources d’attraction

ala MEC MEC
ala Microvaisseau cérébral

SDEF-1
A ¢ Bradykinine
Astrocyte
Pro-MMP2
uPA
?
EGF  \NCcAM tavB3 tMT-MMP1
TGFa | Cadhérines tavp5 tMMP2
PDGF Clivage CD44 {Tenascine TMMP9
HGF/SF 1Vitronectine TuPA
SDE-1
LPA

Figure 13. Représentation schématique des étapes de I’invasion tumorale. De gauche a droite, la
cellule tumorale se détache de la masse tumorale puis s’attache a la MEC. Une sécrétion de protéases
permet a la cellule de dégrader la MEC et de progresser dans le parenchyme cérébral jusqu’aux
différentes sources d’attraction. EGF: epidermal growth factor; HGF/SF: hepatocyte growth
factor/scatter  factor; LPA: Ilysophosphatidic acid; MEC: matrice extracellulaire; MMP:
métalloprotéase matricielle; NCAM: neural cell adhesion molecule; PDGF: platelet-derived growth
factor; SDF-1: stromal cell-derived factor 1; TGFa: transforming growth factor a; uPA: urokinase-
type plasminogen activator.

Premiere étape de l’invasion (Figure 13), le détachement des cellules tumorales est
associée a l'inhibition de 1’expression de molécules d’adhésion, les neural cell adhesion
molecule (NCAM). En effet, ’expression de NCAM est inversement corrélée au grade des
gliomes (Sasaki et al., 1998), alors que la surexpression et la sous-expression de NCAM
inhibe et stimule I’invasion de gliome de Rat, respectivement (Owens et al., 1998; Suzuki et
al., 2005). De plus, des xénogreffes orthotopiques issues de cellules tumorales gliales
surexprimant des NCAM recombinantes, présentent un phénotype moins diffus que les
tumeurs non modifiées (Edvardsen et al., 1994). L’instabilité et la désorganisation des
cadhérines (adhésion cellule-cellule), entraine la migration et I’invasion des gliomes in vitro

(Perego et al., 2002; Maret et al., 2010). Enfin, certains récepteurs de constituants de la MEC,
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tels que le CD44 liant I’acide hyaluronique, sont surexprimés dans les gliomes de hauts grades
(Ranuncolo et al., 2002; Wei et al., 2010) et leur clivage par des MMPs dont la MMP9
provoque le détachement et la migration cellulaires (Okamoto et al., 1999; Chetty et al.,
2012).

L’attachement des cellules tumorales a la MEC (Figure 13) fait classiquement intervenir
les intégrines (§1.3). L’inhibition de I’expression de la sous-unité 1 de ces molécules dans
les gliomes de Rat inhibe I’invasion tumorale (Paulus et al., 1996). De plus, I’expression des
intégrines avPp3 et avP5 est corrélée au grade des gliomes (Bello et al., 2001; Schnell et al.,
2008). L’adhésion des cellules a la MEC est amplifiée par 1’expression de molécules
constituant la MEC par les cellules tumorales elles-mémes. 1l a d’ailleurs ét¢ démontré que
I’expression de la ténascine C est elle aussi corrélée au grade des gliomes (Ventimiglia et al.,
1992; Herold-Mende et al., 2002) et que cette derniere augmente I’'invasion des cellules dans
le tissu sain (Hirata et al, 2009). 11 en est de méme pour la vitronectine, protéine
principalement retrouvée au niveau du front de migration du gliome (Gladson and Cheresh,
1991).

L’étape de remodelage de la MEC (Figure 13) est accomplie par I’action de nombreuses
protéases incluant des MMPs, des ADAMs, I'uPA et des cathepsines, toutes surexprimées
dans les gliomes (Zhang et al., 2000; Levicar et al., 2002; Hagemann et al., 2012; Zheng et
al., 2012). Parmi les MMPs, MT1-MMP (ou MMP-14), MMP-2 et MMP-9 sont les plus
abondantes dans les gliomes (Hagemann et al., 2012). La surexpression de ces MMPs peut
étre en partie expliquée par I’hyperactivation de la voie PI3K/Akt dans ces tumeurs. En effet,
I’inhibition d’Akt abaisse 1’expression des MMPs dans les cellules tumorales gliales
(Kwiatkowska et al., 2011) et provoque ainsi une réduction de l’invasion des cellules
tumorales dans du matrigel (Pu et al., 2004). Le mécanisme d’activation des MMPs est
complexe et fait intervenir de nombreuses régulations croisées. A titre d’exemple, I’activation

de la MMP-2 résulte du clivage de la pro-MMP2 par un complexe comprenant MT1-MMP et
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tissue inhibitor of metalloproteinases-2 (TIMP-2) (Hernandez-Barrantes et al., 2000).
L’activation de MMP-9 nécessite quant a elle I’'uPA (Zhao et al., 2008) dont la déplétion
supprime 1’invasion in vitro et la formation de tumeurs dans le cerveau de souris Nude (Gondi

et al., 2003).

Microvaisseau
cérébral/e

Figure 14. Modéle d’invasion des cellules tumorales gliales. A. Représentation schématique des
deux voies majeures d’invasion des cellules tumorales gliales. Ces cellules envahissent le tissu sain
principalement en longeant les microvaisseaux cérébraux ou les fibres de la substance blanche. B.
Reconstruction tridimensionnelle d’un empilement d’images obtenues par microscopie
multiphotonique (2 gauche) représentant une masse tumorale (Tu, Rouge) entourée de vaisseaux
sanguins (Vert) et images successives de microscopie multiphotonique (a droite) représentant des
cellules tumorales (Rouge) migrant le long des vaisseaux sanguin (Vert) au cours du temps (d’apres
Winkler et al., 2009). C. Représentation tridimensionnelle d’une xénogreffe orthotopique de souris
obtenue par la technique de cryo-imagerie montrant les cellules tumorales (en magenta), migrant le
long des fibres de la substance blanche (d’apreés Burden-Gulley et al., 2011).

Finalement, la migration des cellules tumorales gliales se déroule comme décrit

précédemment (c.f. §1). Elles infiltrent le parenchyme cérébral en migrant le long des

-90 -



vaisseaux sanguins, des fibres de la substance blanche ou au niveau de la zone sous-

épendymaire (Giese et al., 2003; Farin et al., 2006) (Figure 14).

3.4.2. Sources de ’attraction tumorale
Cellules tumorales (effet autocrine et/ou paracrine)

Pour les plus hauts grades, les cellules localisées au sein des tumeurs gliales évoluent dans
un environnement acide et hypoxique, et liberent de nombreux facteurs favorisant la motilité
cellulaire, dont les ligands des RTKs (Figure 13). L’un d’entre eux, ’EGF, joue un role
important dans la prolifération des glioblastomes et participe également a I’invasion tumorale
en activant son récepteur EGFR constitutivement actif ou surexprimé (Chicoine and
Silbergeld, 1997). D’autres phénomenes auto/paracrines impliqués dans I’invasion ont été
décrits pour le TGFa (El-Obeid et al., 1997), le PDGF (Feng et al., 2012) ou encore le
HGF/SF (Eckerich et al., 2007) dont les récepteurs RTKs sont exprimés par les cellules
tumorales. En accord avec ces données, I’expression du couple ligand HGF/SF-récepteur Met
est positivement corrélée au grade des tumeurs (Koochekpour et al., 1997), et ’'HGF/SF
s’avere €tre le plus puissant facteur chimiotactique testé sur des lignées de gliome
(Brockmann et al., 2003).

Les chimiokines sont également sécrétées par les gliomes. Parmi elles, le SDF-1 et son
récepteur CXCR4, sont surexprimés dans les glioblastomes multiformes par rapport au tissu
sain (Sehgal et al., 1998; Bajetto et al., 2006). L’impact de SDF-1 sur I’invasion des cellules
tumorales gliales a d’abord été mis en évidence in vitro (Ehtesham et al., 2006). Son role a
ensuite été testé in vivo dans un modele murin de tumeur cérébrale a 1I’aide notamment d’un
ARN interférant, montrant une diminution de la croissance tumorale et de !’infiltration
cellulaire au niveau des fibres (Wang et al., 2012).

D’autres signaux autocrines impliqués dans la motilité font intervenir les lipides bioactifs.

En effet, I’autotaxine, une protéine surexprimée dans les glioblastomes multiformes (Kishi ef
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al., 2006) exerce une activité lysophospholipase D catalysant la production de LPA. Ce
dernier, en liant son récepteur LPA1 situé a la membrane des cellules tumorales gliales,
entraine leur invasion dans le parenchyme (Hoelzinger et al., 2008).

Finalement, les cellules tumorales gliales produisent des molécules de la MEC qui vont
servir de support a la migration et a I’invasion tumorale. La plupart de ces molécules sont
exprimées de facon basale dans le cerveau sain et surexprimées au sein des gliomes
(Gritsenko et al., 2012). A titre d’exemple, I’expression de vitronectine (Gladson and
Cheresh, 1991), d’ostéopontine (Saitoh et al., 1995), et de ténascine (Herold-Mende et al.,

2002) est corrélée au grade de la tumeur.

Cellules endothéliales

Comme évoqué précédemment, les cellules tumorales gliales migrent préférentiellement
vers et le long des vaisseaux sanguins cérébraux (Farin et al., 2006; Winkler et al., 2009). Ce
processus sous-entend I’existence de signaux libérés par les vaisseaux sanguins et attractant
les cellules tumorales (Figure 13). Il a d’ailleurs ét€ montré in vifro qu’un milieu conditionné
de cellules endothéliales conduit a la migration des cellules tumorales (von Biilow et al.,
2001). Néanmoins, les facteurs relayant cette attraction n’ont pas été identifiés. Le candidat
majeur reste le SDF-1, produit par les cellules endothéliales, qui contribue a la migration des
cellules tumorales in vitro (Kenig et al., 2010). Les peptides vasoactifs, produits et libérés par
les cellules endothéliales, et dont I’effet sur la migration de différents types de cellules a été
largement démontré (§2.2.2), apparaissent aussi comme de bons candidats dans le recrutement
des cellules tumorales gliales par les cellules endothéliales. Une étude récente a d’ailleurs
montré qu’un peptide vasoactif, la BDK, est libéré par les cellules endothéliales et agit
comme un chimioattractant favorisant 1’invasion des tumeurs cérébrales d’origine gliale

(Montana and Sontheimer, 2011).
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Astrocytes

Lors de linfiltration des cellules tumorales gliales au niveau des vaisseaux sanguins,
I’organisation des pieds astrocytaires est altérée, stimulant alors la réactivité astrocytaire
(Nagano et al., 1993; Zagzag et al., 2000a). Ainsi activés, les astrocytes liberent différents
facteurs dont I’'uPA (Figure 13). In vitro, la libération de pro-MMP2 par les astrocytes n’est
activée qu’en présence des cellules tumorales, via un mécanisme qui impliquerait une
surexpression astrocytaire d’uPA. En interragissant avec son récepteur uPAR, il permet la
conversion du plasminogene libéré par les gliomes en plasmine, qui active alors la pro-MMP2
(Le et al., 2003). Quoi qu’il en soit, méme s’il a ét€ démontré que les astrocytes liberent de
nombreux facteurs pouvant participer a 1’invasion des cellules tumorales gliales (Dowell et
al., 2009), aucune étude n’établit avec certitude un lien direct entre la sécrétion des astrocytes

et I’'invasion tumorale.

Microglie

Il est maintenant admis que la microglie infiltre la tumeur, mais participe aussi a 1’invasion
tumorale. Les études de migration in vitro réalisée a 1’aide de la technique de chambre de
Boyden ont permis de démontrer qu’en présence de microglie (ou de leur milieu conditionné),
des cellules de gliomes migrent plus rapidement (Bettinger et al., 2002), suggérant qu’elles
sécretent des molécules chimiottractantes, telles que des cytokines ou des chimiokines (Figure
13). Ainsi, il a été démontré que I’EGF libéré par les cellules microgliales stimule la
migration des gliomes (Coniglio et al., 2012). De plus, I'invasion des cellules tumorales
gliales dans des tranches de cerveau est réduite lorsque que I’on retire la microglie des
tranches (Markovic et al., 2005). Dans cette méme étude, les auteurs démontrent qu’en
présence des cellules tumorales et de microglie, I’expression de la MMP-2 est augmentée, ce

qui favoriserait I’invasion tumorale. Plus récemment une autre étude a révélé que la microglie
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exprime la MT1-MMP qui entraine le clivage de la pro-MMP-2 libérée par les gliomes et sa

maturation en MMP2, favorisant ainsi 1’invasion tumorale (Markovic et al., 2009).

3.5. Stratégies thérapeutiques ciblant la migration cellulaire

Bien que des progreés considérables aient été réalisés ces dernieres années en neuro-
oncologie, le pronostic de survie des patients porteurs d’un glioblastome reste sombre avec
une médiane de survie estimée a 14,6 mois apres chirurgie puis traitement combiné (radio- et
chimiothérapie) (Stupp et al., 2005). Ces résultats décevants sont principalement imputables
au potentiel néoangiogénique des glioblastomes et au caractere extrémement invasif des
cellules tumorales gliales. Ce dernier constat a conduit plusieurs équipes de recherche a
développer de nouveaux outils thérapeutiques ciblant les voies moléculaires responsables de
I’invasion des gliomes. Bien que de nombreuses études réalisées in vitro et/ou sur des
modeles animaux, offrent de nouvelles pistes thérapeutiques, peu d’entre elles sont encore
éprouvées en phase clinique (Figure 15).

L’une des stratégies consiste a associer le Témozolomide (TMZ) et un inhibiteur de
MMPs, le Marimastat uniquement en deuxieme ligne. Testée en phase clinique II, cette
combinaison a peu d’impact sur la progression tumorale et cause, chez certains patients, de
fortes douleurs dans les articulations (Groves et al., 2002, 2006). Une combinaison plus
prometteuse est celle du TMZ et d’un inhibiteur d’intégrines ciblant spécifiquement avp3 et
avf5, le Cilengitide. Cette association n’entraine pas de toxicité chez les patients et dans 69%
des cas, on observe une absence de progression tumorale au bout de 6 mois ce qui représente
un progres de 15% par rapport a ceux qui recoivent uniquement le TMZ (Stupp et al., 2010).
L’utilisation, en phase clinique II d’un anticorps dirigé contre la tenascine, le 81C6, prolonge
aussi la médiane de survie des patients (Reardon et al., 2002). Le Desatinib, un inhibiteur de
Src pourtant prometteur in vitro, n’a pas d’effet sur la progression tumorale (Reardon et al.,

2012).
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D’autres outils thérapeutiques développés a des fins anti-prolifératives et anti-
angiogéniques, tels que des inhibiteurs de mammalian target of rapamycin (mTor) (Sirolimus
et Temsirolimus), présentent la encore peu d’effets bénéfiques (Galanis et al., 2005; Geoerger
et al., 2012) excepté chez des patients porteurs d’une mutation somatique PTEN (Cloughesy
et al., 2008). Enfin, il a été démontré que 1’utilisation d’inhibiteurs de I’activité kinase du
VEGFR (Bévacizumab), utilisés pour inhiber ou normaliser la néoangiogenese tumorale,
favorise le phénotype invasif des tumeurs (Norden et al., 2008). Ainsi, ’ensemble de ces
études suggerent I'utilisation de multithérapies composées d’inhibiteurs adaptés au profil
moléculaire des gliomes (classification de Verhaak) et permettant de bloquer a la fois les
voies de signalisation de la prolifération, la néoangiogenese et I’invasion. Dans cette optique,
la recherche de nouvelles stratégies thérapeutiques ciblées passe par la compréhension des
signaux cellulaires relayés par les récepteurs de peptides vasoactifs chimiottractants, exprimés

a la fois par les cellules endothéliales, les cellules tumorales et les macrophages.

MMP2/9 Ténascine

@ Marimastat ® 81C6

Désatinib _», RTK
—_— /
i
/
D avgs
e Cilengitide
Sirolimus
Temsirolimus
av3

Figure 15. Représentation schématique du mode d’action de différentes thérapies anti-invasives testées en
phase clinique. En rouge figurent les noms des inhibiteurs. MMP: métalloprotéase matricielle; mTor:
mammalian target of rapamycin; PI3K: phosphatidylinositol-3 kinase; RTK: récepteur tyrosine kinase.
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Chapitre II: le systeme urotensinergique

1. L’urotensine 11 et I’urotensin Il-related peptide

1.1. Découverte et structure des peptides

A la fin des années 1960, Bern et Lederis ont nommé « urotensines » une série de peptides
biologiquement actifs isolés a partir du systeme neurosécréteur (urophyse) de poissons
téléostéens. Parmi eux, 1'urotensine II (UIl) a été caractérisé pour sa capacité a stimuler
I’activité des muscles lisses (Bern and Lederis, 1969). Apres avoir été isolée a partir d’extraits
d’urophyses de Gillichthys mirabilis ou Gobie, la séquence de I’UIIl a été déterminée par
I’équipe de Bern (Pearson et al., 1980). L’UII fut ensuite identifié chez de nombreuses autres
especes de poissons (Figure 16). Une dizaine d’années plus tard, I’équipe du Dr Vaudry fut la
premiere a démontrer la présence du peptide dans le cerveau d’un tétrapode, la Grenouille
verte Rana ridibunda (Conlon et al., 1992b). Sur la base de ces résultats, le gene codant 1’UII
a été recherché avec succes chez différentes especes de mammiferes (Figure 16) dont
I’Homme (Coulouarn et al., 1998; Ames et al., 1999). Composé de onze (Singe et Homme) a
dix-sept (Souris) acides aminés (aa), I’UII possede une structure extrémement bien conservée
au cours de I’évolution, avec notamment la présence d’un hexapeptide cyclique C-terminal
Cys-Phe-Trp-Lys-Tyr-Cys rigoureusement identique de la Lamproie a ’'Homme, malgré les
560 millions d’années qui séparent ces deux especes (Coulouarn et al., 1998) (Figure 16).
L’UII a été identifié chez une seule espece d’invertébré, 1’ Aplysie ou Aplysia californica
(Gonzélez et al., 1992) chez laquelle I’UII est composée de vingt aa et I’hexapeptide cyclique
comporte deux aa différents par rapport a celui des vertébrés (Romanova et al., 2012).

En 2003, un peptide apparenté a 1’UII, 'urotensin Il-related peptide (URP) a été isolé a
partir d’extraits de cerveaux de rats (Sugo et al., 2003). Le clonage des ADNc codant les
prépro-URP de I’'Homme, de la Souris et du Rat a révélé que les précurseurs possedent 54%

d’identité entre ’Homme et le Rat, contre 47% entre I’Homme et la Souris (Sugo and Mori,
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2008). La séquence du peptide est identique chez tous les mammiferes et correspond a

I’Ala'-UlIl,.;; humaine (Figures 16 et 17).

Espece Séquences peptidiques
Nom scientifique Nom commun ull URP
E—— Lcthenteron camtschaticum Lamproie NNESDCFWKYCV
— O CY [IOYRiNUS canicula Roussette NNFSDCFWKYCV
____Acipenser ruthenus Esturgeon GSTSECFWKYCV
—
Anguilla japonica Anguille GSGSECFWKYCV

— Catostomus commersonii ~ Poisson ventouse = GSGADCEWKYCV

w-" = = = Danio rerio Poisson zébre GGGADCFWKYCV ~ DDTCFWKYCV
\é -'_ Cyprius carpio Carpe GGGADCFWKYCV
% B w= Oncorhynchus mykiss Truite arc-en-ciel ~ GGNSECFWKYCV
‘E _ = Platichthys flesus Limande AGTTECFWKYCV
B - — Gillichthys mirabilis Gobie AGTADCFWKYCY
s Takifugu rubripes Fugu TGNNECFWKYCV SEPCFWKYCV
— Fundulus heteroclitus Choquemort NDNSECFWKYCV
Pelophylax ridibundus Grenouille AGNLSECFWKYCV
= Gallus gallus Poulet GNLSECFWKYCV ACFWKYCI
- - Taeniopygia guttata Mandarin GNLSECFWKYCV ACFWKYCI
— Felis catus Chat GSPSECFWKYCV
- ——— __Susscrofa Porc GPPSECFWKYCV
= =Ovisaries Mouton GPSSECFWKYCV
-_ Bos taurus Bovin GPSSECFWKYCV ACFWKYCV
é) = Rattus norvegicus Rat QHGTAPECFWKYCI ACFWKYCV
8 = Mus musculus Souris QHKQHGAAPECFWKYCI ACFWKYCV
é = s Otolemur garmettii Otolemur GTPSECFWKYCV ACFWKYCV
\E Callithrix jacchus Marmouset ETPDCFWKYCV
— Papio anubis Babouin ETPDCFWKYCV ACFWKYCV
—_ Macaca mulatta Macaque ETPDCFWKYCV ACFWKYCV
= — Nomascus leucogenys Gibbon ETPDCFWKYCV
= === Pongo abelii Orang-outan ETPDCFWKYCV ACFWKYCV
= == Gorilla gorilla Gorille ETPDCFWKYCV ACFWKYCV
== Homo sapiens Homme ETPDCFWKYCV ACFWKYCV
— Pan paniscus Bonobo ETPDCFWKYCV ACFWKYCV
- Pan troglodytes Chimpanzé ETPDCFWKYCV ACFWKYCV

Figure 16. Comparaison des séquences de I’UII et de ’URP chez différentes especes de vertébrés
en fonction de leur évolution. Les différentes espéces animales ont été classées a 1’aide d’un logiciel
libre de production d’arbre phylogénétique, basé sur la taxonomie de NCBI, appelé Interactive Tree of
Life GTOL v2.2.1; Letunic and Bork, 2007, 2011). La partie biologiquement active des peptides (en
rouge) est conservée chez toutes les especes.

-97 -



Des études de résonance magnétique nucléaire (RMN) ont révélé qu’en solution aqueuse,
la partie cyclique de I’UIl adopte une structure contrainte, mais ne contient pas de tour
canonique (Flohr et al., 2002). Les Drs Milazzo et Guilhaudis (COBRA, IRCOF, Rouen) ont
aussi démontré que 1’UIl humaine présente dans l'eau un y-tfurn inverse (Lescot et al., 2007)
(Figure 17) alors qu’en milieu micellaire sodium dodecyl sulfate (SDS), une forme tronquée

de I’UII humaine, I’hUIly_;;, possede un f’-turn de type II (Carotenuto et al., 2004).

U-IT humaine

URP

Figure 17. Comparaison des séquences
peptidiques et des  structures
tridimensionnelles de DP'UIl et de
IPURP. Le pont disulfure est représenté
en jaune, les aa qui figurent en orange
correspondent a un cluster hydrophobe
important pour [I’interaction avec le
récepteur. Les représentations
tridimensionnelles de I’UII et de 'URP
ont été réalisées par les Drs Isabelle
Milazzo et Laure Guilhaudis du
Laboratoire de Chimie Organique
Bioorganique Réactivité Analyse
(COBRA, UMR 6014 CNRS, Université

de Rouen).

Concernant I'URP, une seule étude structurale réalisée par 1’équipe du laboratoire COBRA
a montré qu’a I’instar de la forme humaine de I’UII, ce paralogue contient dans 1’eau un y-
turn inverse (Chatenet et al., 2004) (Figure 17). Des résultats complémentaires obtenus
récemment par des expériences de dichroisme circulaire et de RMN suggerent qu’en milieu
dodecylphosphocholine (DPC) micellaire, I’UIl et IURP adopteraient une structure

secondaire différente (collaboration en cours avec 1’équipe COBRA).

1.2. Les génes codant I’UII et PURP
Chez I’'Homme, les genes codant les préproUIl et préproURP sont localisés dans les

régions p36 du chromosome 1 et q28 du chromosome 3 respectivement (Sugo et al., 2003).
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La comparaison des séquences de 1’UII et de I’URP avec celle de la somatostatine (SS) révele

de grandes similitudes, notamment au niveau de 1’hexapeptide cyclique, région active de la

SS (Pearson et al., 1980; Conlon et al., 1997; Tostivint et al., 2006). Le gene de la SS (SS7)

est situé a proximité de celui de I’'URP, et celui de son paralogue, la cortistatine (S52), est

localisé sur le méme locus que celui de I’UII (Tostivint et al., 2006). Selon ces auteurs, les

genes Ull et URP d’une part et SS1 et SS2 d’autre part, dériveraient de deux genes ancestraux,

protoUII et protoSS, respectivement (Figure 18). A I’appui de cette hypothese, d’autres genes

comme MASP2, CLCNG6 et TP73 de la région 1p36 possedent aussi un paralogue dans la

région 3q28 (Tostivint et al., 2006). Ces régions 1p36 et 328 sont considérées comme des

paralogons, i.e. des régions ayant subi des duplications a grande échelle.

l Duplication locale
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Figure 18. Schéma
de P’évolution des
genes de la
somatostatine, de
I’UII et de ’URP.
Les croix noires
indiquent les genes
perdus au cours de
I’évolution. Les
genes Ullo et UIIB
présents chez les

téléostéens
représentent  deux
copies du méme
gene (modifié
d’apres Tostivint et
al., 2013). UIL
urotensine II; URP:

urotensine 1I-
related peptide; SS:
somatostatine.



Plus récemment, une étude a suggéré ’existence de deux isoformes de I’URP chez les
téléostéens, appelés URPI et URP2, qui auraient disparu dans le lignage des tétrapodes
(Parmentier et al., 2011) (Figure 18). De facon intéressante, la séquence codant le peptide
CFWKYCIQN retrouvée sur le chromosome 5 dans le génome humain possede de fortes
similitudes avec celle codée par I’URPI, et représenterait ainsi un éventuel pseudogene
URPI-like. En accord avec ces données, d’autres genes (PTTG1 et LMNBI), localisés au
voisinage d’URPI1 chez les téléostéens, se situent aussi au voisinage de cette séquence «
URPI-like » chez I’'Homme (Parmentier et al., 2011). Finalement, alors qu’il était admis que
I’URP n’existait que dans la lignée des tétrapodes, son gene a récemment été identifié dans le

génome de plusieurs poissons téléostéens (Quan et al., 2012) (Figure 18).

1.3. Localisation de I’UII et de ’URP
1.3.1. Localisation périphérique

L’UIl et I'URP sont largement distribués au niveau périphérique, mais plus
particulicrement au niveau des systemes cardiovasculaire, rénal et endocrine (Tableau 3).
Chez I’'Homme, des niveaux élevés d’expression de I’UII sont retrouvés dans le myocarde
(Douglas et al., 2002), les oreillettes et les ventricules (Matsushita et al., 2001; Dschietzig et
al., 2002; Maguire et al., 2004). L’UII est également détecté dans le cceur de Rat (Ames et al.,
1999; Sugo et al., 2003) et de Souris (Elshourbagy et al., 2002; Dubessy et al., 2008). Au
niveau vasculaire, les ARNm codant la prépro-UII ont été mis en évidence dans le réseau
artériel, principalement dans 1’aorte thoracique, les arteres pulmonaires et les artérioles. En
revanche, ils sont quasiment absents du réseau veineux, a I’exception des veines saphenes et
ombilicales (Matsushita et al., 2001; Dschietzig et al., 2002; Maguire et al., 2004).

Des quantités significatives de composés immunologiquement apparentés a 1’UII ont été
mesurées dans le plasma humain (Dschietzig et al., 2002; Ng et al., 2002; Richards et al.,

2002; Totsune et al., 2003). Ce peptide circulant serait le fruit d’une maturation
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extracellulaire par une protéase plasmatique, 1’urotensin-I1I converting enzyme, d’abord
caractérisée a partir de tissu rénal de Porc (Schliiter et al, 2003), puis de cellules
endothéliales d’origine humaine (Russell et al., 2004). Cette enzyme présente une activité de
type furine (Russell et al., 2004) mais elle n’a pas encore été clairement caractérisée.

Plusieurs travaux tendent a montrer que les reins seraient des sites majeurs de production
d’UII circulant chez ’'Homme (Matsushita et al., 2001; Totsune et al., 2001, 2003; Sugo et
al., 2003). Le peptide est particulicrement abondant au niveau des cellules épithéliales des
glomérules, des tubes contournés et des tubes collecteurs (Shenouda et al., 2002; Maguire et
al., 2004). Etonnamment, les niveaux d’expression de I’UII dans les reins sont faibles chez le
Singe et la Souris (Elshourbagy et al., 2002). L’UII est également exprimé dans des glandes
endocrines telles que le pancréas ou les surrénales chez ’Homme et le Rat (Coulouarn et al.,
1998; Totsune et al., 2001; Silvestre et al., 2004). Néanmoins, les ARNm codant 1I’UII sont
indétectables dans ces tissus chez le Singe et la Souris (Elshourbagy et al., 2002; Dubessy et
al., 2008).

Pourtant identifié¢ il y a 10 ans, les données disponibles sur I’'URP sont nettement plus
fragmentaires. On peut toutefois mentionner que le préproURP est quant a lui prédominant
dans les gonades et le placenta chez I’'Homme et dans les testicules chez le Rat (Sugo et al.,
2003). L’URP et son ARNm sont également exprimés aux niveaux rénal (Sugo et al., 2003;
Mori et al., 2009) et cardiaque, dans les ventricules et le myocarde de Rat (Nakayama et al.,
2008; Hirose et al., 2009). L’expression des deux peptides s’étend a la rate, le thymus, le foie,
I’estomac, et I'intestin (Coulouarn et al., 1998; Totsune et al., 2001; Elshourbagy et al., 2002;
Sugo et al., 2003; Maguire et al., 2004; Dubessy et al., 2008; Kristof et al., 2010; Wang et al.,
2011a). L’ensemble de ces données indique que 1’UII et I’'URP sont largement distribués en
périphérie, mais que de facon intéressante, leur profil d’expression varie selon les especes

considérées.
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Tissus

Homme

Singe

Rat

Souris

Systéme cardiovasculaire

Coeur Coulouarn et al., 1998; Ames et al., 1999 Ames et al., 1999; Elshourbagy et al., 2002;
Ames et al., 1999; Sugo et al., 2003 Dubessy et al., 2008*
Totsune et al., 2001;
2003;
Sugo et al., 2003;
Maguire et al., 2004
Myocarde Douglas et al., 2002 Dai et al., 2008;
Nakayama et al., 2008;
Hirose et al., 2009
Oreillettes Matsushita et al., 2001;  Elshourbagy et al., 2002 Sugo et al., 2003
Douglas et al., 2002;
Dschietzig et al., 2002;
Maguire et al., 2004
Ventricules Totsune et al., 2001; Elshourbagy et al., 2002 Dai et al., 2008;
2003; Nakayama et al., 2008;
Douglas et al., 2002; Hirose et al., 2009
Dschietzig et al., 2002;
Tzanidis et al., 2003;
Maguire et al., 2004
Aorte thoracique Matsushita et al., 2001  Elshourbagy et al.,, 2002 ~ Maguire et al., 2008  Elshourbagy et al., 2002
Veine saphéne Matsushita et al., 2001;
Dschietzig et al., 2002;
Maguire et al., 2004
Plasma Totsune et al., 2001; Song et al., 2006a;
2003; Wang et al., 2011a
Dschietzig et al., 2002;
Ng et al., 2002;
Richards et al., 2002;
Russell et al., 2003;
Heringlake et al., 2004;
Lapp et al., 2004;
Joyal et al., 2006;
Ban et al., 2009
Systéme endocrinien
Hypophyse Coulouarn et al., 1998; Sugo et al., 2003 Dubessy et al., 2008
Totsune et al., 2001
Pancréas Coulouarn et al., 1998; Sugo et al., 2003;
Totsune et al., 2001; Silvestre et al., 2004
Sugo et al., 2003
Surrénales Coulouarn et al., 1998; Sugo et al., 2003;
Totsune et al., 2001; Albertin et al., 2006
Maguire et al., 2004
Testicules Sugo et al., 2003 Sugo et al., 2003 Elshourbagy et al., 2002;
Dubessy et al., 2008
Ovaires Coulouarn et al., 1998; Sugo et al., 2003
Sugo et al., 2003
Placenta Totsune et al., 2001;
Sugo et al., 2003;
Maguire et al., 2004
Systémes uro-génital et gastro-intestinal
Reins Coulouarn et al., 1998;  Elshourbagy et al., 2002 Song et al., 2006a; Elshourbagy et al., 2002
Nothacker et al., 1999; Tian et al., 2008;

Matsushita et al., 2001;
Totsune et al., 2001,
2003; Sugo et al., 2003;
Langham et al., 2004

Mori et al., 2009*

Tube contourné

Shenouda et al., 2002;
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Maguire et al., 2004; Tian et al., 2008
Balat et al., 2007
Glomérule Shenouda et al., 2002;
Maguire et al., 2004;
Balat et al., 2007

Tube collecteur Shenouda et al., 2002; Song et al., 2006a
Maguire et al., 2004

Prostate Coulouarn et al., 1998; Sugo et al., 2003
Sugo et al., 2003

Estomac Coulouarn et al., 1998; Sugo et al., 2003 Dubessy et al., 2008
Sugo et al., 2003*

Intestin Coulouarn et al., 1998; Sugo et al., 2003 Dubessy et al., 2008*
Sugo et al., 2003

Foie Coulouarn et al., 1998; Sugo et al., 2003%; Elshourbagy et al., 2002
Sugo et al., 2003 Wang et al., 2011a

Autres tissus

Thymus Coulouarn et al., 1998; Sugo et al., 2003 Coulouarn et al., 1999
Sugo et al., 2003

Rate Coulouarn et al., 1998;  Elshourbagy et al., 2002 Sugo et al., 2003 Elshourbagy et al., 2002
Sugo et al., 2003

Poumons Sugo et al., 2003; Sugo et al., 2003* Qi et al., 2004

Maguire et al., 2004
Muscles Elshourbagy et al., 2002 Elshourbagy et al., 2002;
. Dubessy et al., 2008;
squelettiques Wang et al, 2009
Cellules Sugo et al., 2003;

Bousette et al., 2004;
Kristof et al., 2010

Tableau 3. Localisation périphérique de I’UII et de 'URP chez quatre mammiferes. Les
références des travaux ayant démontré la présence dans les différents tissus des ARNm de I’UII et de
I’URP ou une immunoréactivité Ull-like apparaissent en noir (UII) et rouge (URP). Une étoile (*)
juxtaposée a la référence indique que les auteurs ont décelé la présence des deux peptides.

immunitaires

1.3.2. Localisation centrale

Les premieres études réalisées dans les années 1980 ont révélé la présence de I’UII dans le
SNC de poissons téléostéens, i.e. le Gobie, le Meunier (Yulis and Lederis, 1986), et d’un
tétrapode, la Grenouille verte Rana ridibunda (Chartrel et al., 1996). Chez cette derniere
espece, I'immunoréactivité est principalement associée aux motoneurones du noyau
hypoglosse du tronc cérébral et de la corne ventrale de la moelle épiniere. Cette sous-
population neuronale exprime également fortement I’UII dans les noyaux des nerfs craniens
abducens, facial, trijumeau et hypoglosse de Rat (Coulouarn et al., 1999; Dun et al., 2001) et
ceux de la partie caudale de la moelle épiniere de Souris (Coulouarn et al., 1999; Egginger et
al., 2006), de Rat (Coulouarn et al., 1999; Dun et al., 2001) et de I’Homme (Coulouarn et al.,

1998; Ames et al., 1999) (Tableau 4). De facon inattendue, I’UII est apparemment absente du
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tronc cérébral chez le Singe (Ames et al., 1999; Elshourbagy et al., 2002). Enfin, de faibles
quantités de ce peptide ont été détectées dans des extraits de liquide céphalo-rachidien (LCR)

chez ’Homme (Thompson et al., 2003; Cowley et al., 2005).

Tissus Homme Singe Rat Souris
Cerveau Ames et al., 1999; Elshourbagy et al., 2002 Sugo et al., 2003 Elshourbagy et al., 2002
Totsune et al., 2001;
Sugo et al., 2003*
Hypothalamus Totsune et al., 2001 Egginger et al., 2011 Dubessy et al., 2008
Tronc cérébral Coulouarn et al., 1998; Coulouarn et al., 1999;
Ames et al., 1999; Dun et al., 2001;
Totsune et al., 2001; Pelletier et al., 2002
Ng et al., 2002
Moelle épiniére Coulouarnefal., 1998;  Coulouarn et al., 2001;  Coulouarnefal., 1999;  Coulouarn et al., 1999;
Ames et al., 1999; Elshourbagy et al., 2002 Dun et al., 2001; Pelletier et al., 2005;
Sugo et al., 2003 Pelletier et al., 2002; Egginger et al., 2006;
Sugo et al., 2003 Dubessy et al., 2008
Cervelet Sugo et al., 2003 Elshourbagy ef al., 2002  Coulouarnetal., 1999  Coulouarn et al., 1999;
Dubessy et al., 2008
LCR Thompson et al., 2003;

Cowley et al., 2005
Tableau 4. Localisation centrale de I’UII et de ’'URP chez quatre mammiferes. Les auteurs ayant
mis en évidence la présence d’UIIl et d’URP dans différents tissus apparaissent en noir et rouge,
respectivement. Une étoile (*) juxtaposée a la référence indique que les auteurs ont démontré la co-
expression des peptides.

La distribution de ’'URP dans le SNC reste encore mal connue. Les données actuellement
disponibles indiquent que les ARNm codant le peptide sont localisés dans la moelle épiniere
chez ’'Homme et le Rat, avec des niveaux d’expression largement inférieurs a ceux de 1’UIIL
(Sugo et al., 2003). Chez la Souris, ces ARNm sont retrouvés au niveau du tronc cérébral et
dans des motoneurones de la corne antérieure de la moelle épiniere (Dubessy et al., 2008).
Enfin, I’'URP serait présent dans les somas neuronaux de 1’aire préoptique, au niveau de fibres
de I’éminence médiane et de I’organe vasculaire de la lame terminale, impliqué dans les

processus de thermorégulation (Egginger and Calas, 2005).

2. Le récepteur de I’urotensine 11
2.1. Découverte et structure
Le récepteur de I’UII a été caractérisé par Tal et al. en 1995 a partir d’extraits de tissus

sensoriels de rats et fut ainsi dénommé sensory epithelium neuropeptide-like receptor
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(SENR). Quelques mois plus tard, un autre groupe identifie le méme récepteur a partir de
banques de données génomiques et attribue a ce récepteur orphelin la nomenclature GPR14
(Marchese et al., 1995). Par stratégie de pharmacologie inverse, consistant a cribler une série
de ligands potentiels sur une lignée exprimant le récepteur d’intérét couplé a un test
biologique, plusieurs équipes ont mis en évidence que 1’UII est le ligand naturel du GPR14
(Ames et al., 1999; Liu et al., 1999; Mori et al., 1999; Nothacker et al., 1999), rebaptisé
depuis par 1I’Union Internationale de la Pharmacologie de Base et Clinique (IUPHAR),
urotensin Il receptor ou UT (Douglas and Ohlstein, 2000).

L’UT est retrouvé chez de nombreuses especes de tétrapodes (Tableau 5). La séquence

protéique du récepteur présente un fort pourcentage d’identité entre les primates tandis

qu’entre I’Homme et les rongeurs, le pourcentage se limite a 74%.

o § =
2lgle 5 § 2 8 B . ¢« 5 o s
2|6l 2 2§ E €5 - € 2 & 3 3
3|l = &« & & =2 5 ® & & = = =3
plZ]O O m X 2 O & & > = U U &
98 1989 97 95 95 94 77 75 75 72 71 73 75 54 Chimpanzé
988 97 94 94 92 75 71 72 69 60 71 70 54 Bonobo
89 97 9 9 93 76 74 74 72 70 73 74 54 Homme
89 88 8 8 75 70 71 70 68 69 71 49 Gorille
95 95 93 77 75 75 72 70 73 75 54 Gibbon
98 92 78 74 75 73 71 74 75 54 Babouin
92 78 74 75 73 71 73 75 54 Macaque
76 74 74 72 71 72 74 53 Marmouset
77 77 76 73 79 79 57 Otolemur
90 75 74 76 77 59 Souris
76 74 76 77 58 Rat
93 84 83 56 Bovin

81 79 55 Mouton
89 56 Chien
58 Chat

Tableau 5. Pourcentages d’identité des séquences protéiques de I’UT entre les différentes espéeces
de mammiferes. Les valeurs sont calculées a [I'aide du logiciel ClustalW2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2).

Comme tous les RCPGs de classe A a laquelle il appartient (voir Chapitre I, §2.2.1), ’'UT

possede deux sites de N-glycosylation dans la région N-terminale, un motif NLxxxD (Asn-
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Leu-x-x-x-Asp, ou x représente un aa quelconque) dans le TM2, et un pont disulfure entre la
1% et la 2™ boucle extracellulaire. Sont également présents un motif E/DRY (Glu/Asp-Arg-
Tyr) d’interaction aux protéines G, a la jonction du TM3 et de la 2°™ boucle intracellulaire,
un motif NPxxY (Asn-Pro-x-x-Tyr) dans le TM7, des sites potentiels de phosphorylation par
des protéines kinases A et C, la casein kinase 1 et la glycogen synthase kinase 3 au niveau des
2°me ot 3°™ poucles intracellulaires (Marchese et al., 1995; Tal et al., 1995; Proulx et al.,

2008a). Plus récemment, une séquence potentielle de localisation nucléaire a été identifiée

dans la 3*™ boucle intracellulaire (Chatenet ez al., 2012b) (Figure 19).

“ Nterm

ip

Cterm
389 9 600 O
- 1 1I

Figure 19. Représentation schématique de la structure de ’UT humain. Les acides aminés
représentés en orange sont des résidus hautement conservés au sein de la classe A des RCPGs: deux
sites de N-glycosylation dans la partie Ny, un motif NLxxxD dans le TM2, un pont disulfure entre la
1% et la 2°™ boucle extracellulaire (e, et e,), un motif ERY d’interaction aux protéines G dans la
boucle intracellulaire 2 (i) et un motif NPxxY dans le TM7. En plus de ces motifs consensus, I’UT
humain possede des sites de phosphorylation (Vert) ainsi que deux motifs polyprolines I et II dans la
partic Cem que nous avons mis en évidence a l'aide du logiciel Scansite
(http://scansite3.mit.edu/#thome). Une séquence potentielle de localisation nucléaire (violet) a
également été identifiée dans la boucle is.
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En comparant les séquences des UT hominoides et murins, nous avons mis en évidence
d’importantes différences dans 1’extrémité C-terminale. Seules les formes hominoides du
récepteur possedent deux motifs polyprolines de types I et II permettant I’interaction avec des
protéines contenant des domaines de type src homology 3 (SH3) (Figure 19 et 20). Ces
caractéristiques interespeces impliquent que certaines voies de signalisation seraient

spécifiquement activées par la liaison des ligands sur les récepteurs de primates ou murins.

..., 319 332 351 370 389
Hominoidés , ' ' 1 1
Homme TRNYRDHLRGRVRGPGSGGGRGPVPSLOPRARFQRCSGRSLSSCSPQPTDSLVLAPAAPARPAPEGPRAPA
Chimpanzé TRNYRDHLRGRVRGPGSGGGRGPVPSLOQPRARFQRCSGRSLSSCSPQPTESLVLAPEAPARPAPEGPRAPT
Bonobo TRNYRDHLRGRVRGPGSGGGRGPVPSLOQPRARFQRCSGRSLSSCSPQPTESLVLAPAAPARPAPEGPRAPA
Gibbon TRNYRDHLRGRVRGPGSGGGRGPVPSLQLRARFQR YSGRSLSSCSPQPTESLVLAPAAPARPAPEGPRAPA

{Phos ; SH3
., 321/322 385/386
B Murinés '/ /'
Souris TKNYREYLRGRQRSLGSSCRGPGSAGSFLSSRVHLQQDSGRSLSSNSQQATETLVLSPVPPNGAFV
Rat TKNYREYLRGRQRSLGSSCHSPGSPGSFLPSRVHLQQDSGRSLSSSSQQATETLMLSPVPRNGALL
Phos Phos

Figure 20. Alignements des séquences correspondant au fragment cytosolique C-terminal de
I’UT et identification de motifs protéiques consensus. Les aa représentés en rouge sont conservés
entre les différentes especes d’hominoidés ou de murinés. A. Alignement des extrémités C-terminales
des UT d’hominoidés. Un motif de phosphorylation (Phos) et deux motifs polyprolines (SH3) sont
conservés entre ces especes. B. Alignement des extrémités C-terminales d’UT de Souris et de Rat.
Seuls deux motifs de phosphorylation sont communs aux deux especes. Les identifications de motifs
consensus ont été réalisées a I’aide du logiciel Scansite 3 (http://scansite3.mit.edu/#thome).

L’une des premicres études d’interaction UII-UT réalisée a 1’aide de la technique de
marquage par photoaffinité, a montré une implication des résidus Met'®* et/ou Met'®* du TM4
de 'UT de Rat (Boucard et al., 2003). Plus récemment, le méme groupe a démontré que des
résidus situés dans les TM6 et 7 sont aussi sollicités dans 1’interaction ligand/récepteur
(Holleran et al., 2009). Concernant I'UT humain, seules les 2™ et 3™ boucles
extracellulaires adoptent une conformation en hélice a (Boivin et al., 2006, 2008). En
revanche, dépourvue de structure tridimensionnelle particuliere, la 1 boucle, n’est pas
recrutée dans la liaison avec les peptides (Boivin et al., 2006), indiquant que cette
conformation en hélice a est indispensable. Il a également été proposé que 1'Asp* de I'UII
humaine se rapproche de la Leu®®® et de 1’ Ala*™ et que la portion cyclique partage des liaisons

hydrophobes avec le TM7 du récepteur (Boivin et al., 2008). Finalement, le développement
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d’un modele tridimensionnel de I’UT humain a confirmé I’implication des boucles
extracellulaires 2 et 3 dans 'interaction ligand-récepteur et a démontré que les TM 3, 4, 6 et 7

sont également sollicités dans cette interaction (Lescot et al., 2008).

2.2. Localisation de I’'UT

2.2.1. Localisation périphérique

La présence de quantités importantes d’UII dans le systeéme cardiovasculaire, a conduit
plusieurs groupes a rechercher I’expression des ARNm de I’UT dans les différents tissus qui
le composent. L’UT a été mis en évidence par plusieurs groupes (Tableau 6) chez le Rat
(Nothacker et al., 1999; Gartlon et al., 2001; Gong et al., 2004) et la Souris (Liu et al., 1999).
Chez ’'Homme ou le Singe, des niveaux élevés d’ARNm codant I’'UT ont notamment été
relevés dans le myocarde (Douglas et al., 2002), les oreillettes (Ames et al., 1999; Matsushita
et al., 2001; Totsune et al., 2001; Elshourbagy et al., 2002) et les ventricules (Ames et al.,
1999; Maguire et al., 2000; Totsune et al., 2001). Au niveau vasculaire, la présence de I’'UT
est détectée dans 1’aorte thoracique (Ames et al., 1999; Matsushita et al., 2001; Leonard et al.,
2009) ainsi que dans les arteres pulmonaires et coronaires (Maguire et al., 2000). En
revanche, le récepteur est tres faiblement exprimé voire absent dans les veines caves (Ames ef
al., 1999) et saphenes (Matsushita et al., 2001; Maguire et al., 2008). Par ailleurs, I’UT,
comme 1’UlI, est fortement exprimé au niveau rénal chez le Rat (Gartlon et al., 2001; Song et
al., 2006a; Maguire et al., 2008; Tian et al., 2008; Hirose et al., 2009; Mori et al., 2009;
Nguyen et al., 2012) et ’'Homme (Maguire et al., 2000; Matsushita et al., 2001; Totsune et
al., 2001, 2003; Langham et al., 2004) avec toutefois des niveaux d’expression modérés chez

le Singe (Nguyen et al., 2012).
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Tissus Homme Singe Rat Souris
Systeme cardiovasculaire
Coeur Ames et al., 1999; Nothacker et al., 1999; Liu et al., 1999;
Totsune et al., 2003; Gartlon et al., 2001; Elshourbagy et al., 2002
Douglas ef al., 2004a Tzanidis et al., 2003;
Gong et al., 2004;
Maguire et al., 2008;
Doan et al., 2012
Myocarde Douglas et al., 2002 Dai et al., 2008
Oreillettes Ames et al., 1999; Elshourbagy et al., 2002 Zhang et al., 2007;
Matsushita et al., 2001; Hirose et al., 2009
Totsune et al., 2001;
Leonard et al., 2009
Ventricules Ames et al., 1999; Elshourbagy et al., 2002 Johns et al., 2004;
Maguire et al., 2000; Zhang et al., 2007;
Totsune et al., 2001 Maguire et al., 2008;
Hirose et al., 2009
Aorte thoracique Ames et al., 1999; Elshourbagy ef al., 2002 ~ Maguire et al., 2008;  Elshourbagy et al., 2002
Matsushita et al., 2001; Hirose et al., 2009
Leonard et al., 2009
Systéme endocrinien
Hypophyse Totsune et al., 2001 Jégou et al., 2006
Pancréas Ames et al., 1999; Elshourbagy et al., 2002; ~ Nguyen et al., 2012 Elshourbagy et al., 2002
Douglas et al., 2004a Nguyen et al., 2012
Surrénales Totsune et al., 2001; Nguyen et al., 2012 Albertin et al., 2006;
Takahashi et al., 2003; Nguyen et al., 2012
Zeng et al., 2006;
Morimoto et al., 2008;
Giuliani et al., 2009
Testicules Douglas et al., 2004a Gartlon et al., 2001
Placenta Totsune et al., 2001
Systémes uro-génital et gastro-intestinal
Reins Maguire et al., 2000; Nguyen et al., 2012 Gartlon et al., 2001;
Matsushita et al., 2001; Song et al., 2006a;
“otsune et al., 2001, 2003; Maguire et al., 2008;
Langham ef al., 2004 Tian et al., 2008;
Hirose et al., 2009;
Mori et al., 2009;
Nguyen et al., 2012
Vessie Liu et ﬂl., 1999,
Elshourbagy et al., 2002
Estomac Elshourbagy et al., 2002
Foie Gartlon et al., 2001;
Nguyen et al., 2012
Autres tissus
Rate Gartlon et al., 2001
Poumons Elshourbagy ef al., 2002 Gartlon ef al., 2001;
Nguyen et al., 2012
Muscles Douglas ef al., 2004a; Nguyen ef al., 2012 Maguire et al., 2008;  Elshourbagy et al., 2002;
squelettiques Magl%lre et al., 2000; Nguyen et al., 2012 Wang et al., 2009
Qi et al., 2005
Cellules Bousette et al., 2004; Segain et al., 2007
S e Segain et al., 2007

Tableau 6. Localisation périphérique de I’UT chez quatre especes de mammiferes.
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L’UT est aussi présent dans le systeme endocrinien, notamment dans 1’hypophyse, le
pancréas ou la glande surrénale chez I’Homme (Ames et al., 1999; Totsune et al., 2001), le
Singe et la Souris (Elshourbagy et al., 2002). Dans une moindre mesure, des niveaux
d’ARNm ont été détectés dans les testicules (Gartlon e al., 2001) et ’hypophyse de Rat
(Jégou et al., 2006). Enfin, d’autres tissus périphériques présentent des niveaux d’expression

significatifs d’UT, variant selon les especes (Tableau 6).

2.2.2. Localisation centrale

Les ARNm codant I’UT sont tres largement exprimés dans le SNC (Tableau 7) et sont
particulierement abondants au niveau du tronc cérébral et de la moelle épiniere (Liu et al.,
1999; Gartlon et al., 2001; Totsune et al., 2001, 2003; Jégou et al., 2006). Les autres régions
du SNC, e.g. le cortex, I’hypothalamus ou le thalamus présentent des niveaux d’expression
relativement faibles avec une variabilité inter-especes. L’UT est aussi associé aux vaisseaux
sanguins cérébraux, principalement dans les cellules endothéliales des microvaisseaux
(Spinazzi et al., 2006). Enfin, I’expression du récepteur a été relevée a la fois dans les
neurones (Jégou et al., 2006) et dans une sous-population d’astrocytes du tronc cérébral et de

I’hypothalamus (Lin et al., 2003b).

2.3. Pharmacologie

Observées dans de nombreux modeles, les puissantes propriétés vasoactives de 1’UII ont
rapidement conduit au développement d’analogues urotensinergiques, susceptibles d’étre
utilisés dans le traitement de pathologies du systeme cardiovasculaire. Les premiers travaux
menés dans cette perspective ont consisté a étudier les relations structure/activité de 1’UII

humaine (hUII) et de I’URP.
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Tissus

Homme

Singe

Rat

Souris

Cerveau

Nguyen et al., 2012

Clark et al., 2001;
Gartlon et al., 2001;
Jégou et al., 2006;
Maguire et al., 2008;
Nguyen et al., 2012

Amygdale

Jégou et al., 2006

Bulbe olfactif

Gartlon et al., 2001;
Jégou et al., 2006

Cortex

Maguire et al., 2000;
Totsune et al., 2001

Gartlon et al., 2001;
Jégou et al., 2006;
Maguire et al., 2008
Nguyen et al., 2012

Hippocampe

Gartlon et al., 2001;
Jégou et al., 2006;
Nguyen et al., 2012

Hypothalamus

Totsune et al., 2001

Gartlon et al., 2001;
Jégou et al., 2006;
Nguyen et al., 2012;
Lin et al., 2003b

Thalamus

Jégou et al., 2006

Tronc cérébral

Totsune et al., 2001

Gartlon et al., 2001;
Lin et al., 2003b;
Jégou et al., 2006;
Zhang et al., 2007;

Nguyen et al., 2012

Moelle épiniere

Totsune et al., 2003

Elshourbagy et al., 2002;

Nguyen et al., 2012

Gartlon et al., 2001;
Jégou et al., 2006;
Maguire et al., 2008;
Nguyen et al., 2012

Liu et al., 1999

Cervelet

Gartlon et al., 2001;
Jégou et al., 2006;
Maguire et al., 2008;
Nguyen et al., 2012

Tableau 7. Localisation centrale de I’UT chez quatre especes de mammiferes.

La délétion des résidus N-terminaux de I’UIl humaine a révélé que 1’hUIl4.;; correspond a
la séquence minimale nécessaire a la pleine activité biologique du peptide. L’hUIls; est
quant a lui 200 a 1000 fois moins puissant que le peptide natif (Perkins et al., 1990; Flohr et
al., 2002; Labarrere et al., 2003). Le remplacement de chacun des trois résidus N-terminaux
par une alanine ou par son énantiomere dextrogyre est sans conséquence sur 1’activité
biologique de I’UII (Flohr et al., 2002; Kinney et al., 2002; Brkovic et al., 2003; Labarrere et
al., 2003). Bien que I'[Ala''JUII-NH, et la [D-Val''|UII-NH, conservent tous deux des
propriétés contractiles modérées, le second analogue est deux fois moins puissant que le
premier, indiquant que I’orientation de la chaine C-terminale serait essentielle (Labarrere er
al., 2003). Concernant la partie cyclique des peptides, toute modification de séquence se

traduit par un changement drastique de leur efficacité. En effet, la substitution par une alanine
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ou leur énantiomere dextrogyre des résidus Phe®, Trp, Lys8 ou Tyr9 pour I"UII, et Phe’, Lys’
et Tyr6 pour ’URP, conduit systématiquement a des analogues inactifs (Brkovic et al., 2003;
Labarrere et al., 2003; Chatenet et al., 2004). Le remplacement des résidus cystéine
responsables de la formation du pont disulfure supprime également toute activité (Labarrere et
al., 2003; Chatenet et al., 2004; Guerrini et al., 2005), montrant ainsi clairement que le cycle
et les aa qui le composent sont essentiels pour asseoir une interaction UII/URP-UT
fonctionnelle. Toutefois, I’incorporation d’une unité alanyl-alanyl, qui assure le maintien de la
structure cyclique malgré I’absence de cystéine, aboutit a des analogues qui se comportent
comme des agonistes (Foister ef al., 2006). De facon intéressante, le remplacement de la Cys’
par une pénicillamine (Pens) permet d’obtenir un « super agoniste », [PenS]UII4_11 ou P5U,
plus puissant et plus efficace que le peptide natif (Grieco et al., 2002) (Tableau 8).

Sur la base de ces premicres informations, des modifications du domaine cyclique de I’UII
et de 'URP ont été réalisées pour chercher a générer des antagonistes (Tableau 8). Les
premiers antagonistes peptidiques de ’UT ont été obtenus par substitution de la Lys8 de
I’hUII ou de la Lys5 de ’'URP par une ornithine (Camarda et al., 2002; Vergura et al., 2004;
Guerrini et al., 2005). Testée sur la contraction d’anneaux d’aorte de rats induite par 1’UII
humaine, I'[Om®*hUIl se comporte comme un antagoniste compétitif mais conserve
paradoxalement une activité agoniste sur la mobilisation calcique de cellules exprimant 'UT
de Rat ou d’Homme (Camarda er al., 2002). Par ailleurs, 1’[Om5]URP qui agit comme un
antagoniste sur I’UT de Rat (Diallo et al., 2008), conserve une activité agoniste résiduelle sur
I’UT humain (Chatenet et al., 2004; Desrues et al., 2012). Ces différentes observations ont été
mises a profit pour élaborer 1’analogue [PenS, D—Trp7,0m8]hUH4_11 ou urantide, un puissant
antagoniste dépourvu d’activité intrinseque sur des modeles d’aorte de rats (Patacchini et al.,
2003; Camarda et al., 2004). Toutefois, testé in vitro sur des cellules chinese hamster ovary
(CHO) exprimant I’UT humain recombinant, ce candidat potentiellement intéressant possede

lui aussi une activité agoniste résiduelle (Camarda et al., 2004).
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Grace aux données fournies par les études de relations structure/activité, la modélisation
tridimensionnelle de la liaison UII/UT et le criblage a haut débit, plusieurs groupes ont
synthétisé et testé différentes séries d’agonistes et d’antagonistes non-peptidiques (Tableau 8).
Ainsi, le criblage d’une librairie de plus de 180 000 composés organiques a permis
d’identifier le premier agoniste non peptidique de I’UT, nommé isochromanone ou AC-7954
(Croston et al., 2002). En optimisant les propriétés hydrophobes du ligand parent, une équipe
suédoise a réussi a développer plusieurs composés, comme le FL68 et le FL104, qui comptent
parmi les plus puissants agonistes urotensinergiques non peptidiques (Lehmann et al., 2005,
2006, 2007, 2009, 2010).

En 2004, la société Actelion a développé I’ ACT-058362 ou palosuran, un dérivé de I'urée
qui se comporte in vitro (test de mobilisation de Ca®* dans des cellules exprimant 'UT
humain recombinant) comme un puissant antagoniste de I’UT humain (Clozel et al., 2004).
Testé chez des rats atteints d’une insuffisance rénale aigué ischémique (voir role de 1’UII dans
cette pathologie, cf. §4.2), le palosuran augmente significativement la fonction rénale et
diminue les 1ésions associées a la maladie (Clozel et al., 2004, 2006). 1l est important de noter
que le palosuran, qui possede une affinité modérée pour I’'UT de Rat (Clozel et al., 2004), ne
peut efficacement €tre utilisé comme un antagoniste universel.

Au regard de ses effets prometteurs chez I’Homme, le palosuran fut le premier antagoniste
urotensinergique testé sur I’'une des pathologies associées au dysfonctionnement du systeéme
urotensinergique, le diabete (voir role de I’UII dans cette maladie, cf. §4.3.). Les premiers
résultats obtenus chez des patients diabétiques présentant une macroalbuminurie, montrant
une réduction sensible des troubles rénaux (Sidharta ef al., 2006), n’ont malheureusement pas
été confirmés sur d’autres cohortes (http://www.actelion.com/en/our-company/news-and-
events/index.pagenewsld= 1209557). Le palosuran s’est en outre avéré inefficace sur la
synthese d’insuline et la glycémie de patients souffrant de diabete de type 2 (Sidharta et al.,

2009). Chez des sujets hypertendus atteints d’une néphropathie diabétique de type 2, il est
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sans effet notable sur 1’albuminurie, la pression sanguine ou encore le taux de filtration
glomérulaire (Vogt er al., 2010). Ces résultats décevants pourraient s’expliquer par une
affinité faible des récepteurs pour le palosuran, lorsqu’ils sont exprimés par des cellules ou
des tissus intacts, les études de pharmacologie ayant été réalisées sur des extraits

membranaires (Behm et al., 2008).

Nom du Activité du Espéce de . . . o
, , P, Modele biologique Références
compose compose I'UT
[Pen®]UIls+n i o . )
Agoniste peptidique Rat Contraction d’aorte Grieco et al., 2002
ou P5U
Homme Mobilisation calcique Camarda et al., 2002
[OrnS]hUII Agoniste peptidique Rat Moblhsatl.on C&tlaque Camarda et al., 2002
Contraction d’aorte
Antagoniste peptidique Rat Contraction d’aorte Camarda et al., 2002
Contraction d’aorte Diallo et al,, 2008
i
OrmnsJURP Antagoniste peptidique Rat Chatenet et al., 2004
[Orn] Mobilisation calcique Diallo et al., 2008
Agoniste peptidique Rat Contraction d’aorte Chatenet et al., 2004
. . g . , Diallo ef al., 2008
Antagoniste peptidique Rat Contraction d’aorte Chatenet ef al., 2004

[D-Trp*]URP

Agoniste peptidique Rat Mobilisation calcique Diallo et al., 2008
Diallo et al., 2008

[D-Tyr sJURP Antagoniste peptidique Rat Contraction d’aorte Chatenet ef al,, 2004
Agoniste peptidique Rat Mobilisation calcique Diallo et al., 2008
Patacchini et al., 2003
Rat Contraction d’aorte Camarda et al., 2004
Behm et al., 2006
Rat/Homme Mobilisation calcique Camarda et al., 2006
Rat Séerétion de TGFR Dai et al., 2007
et synthese de collagene
Rat Rougissement de I’oreille Qi et al., 2007
Rigidité d 1
Lapin l,gl ,1 € des muscies Fontes-Sousa et al., 2007
papillaires de myocarde
Antagoniste peptidique Rat Sécrétion d’insuline Marco et al., 2008
[Pen®, D-Trp’, Rat Syntgese f’lt sécretion Zhang et al., 2008b
Orn®lhUIls1 e collagéne
. H ertrophie Gruson et al., 2010
ou Urantide Rat d y%, Gao et al., 2010
2 R Esposito et al., 2011
Motilité et invasion
Homme Grieco et al., 2011
des cellules LNCaP
Rat Phosphorylation d’Akt et ERK|  Chen et al.,, 2012b
Rat Cardio-protection Gao et al., 2012
e L. . Camarda et al., 2004
Homme Mobilisation calcique Camarda et al., 2006
Agoniste peptldlque Chat Contracflon‘ d’aorte et Behm ef al., 2006
d’arteres
Singe Contraction d’arteres Behm et al., 2006
[Pens, D-Trp?, Rat hj{?og:?actt.lon d férte
. L. obilisation calcique
8 - Antagoniste peptidique Camarda et al., 2006
Dab’lhUllLsu & peptidiq Homme Mobilisation calcique
ou UFP-803 Souris Extravasation de plasma
p
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Mobilisation calcique

Rat Sécrétion de Ono et al., 2008
neurotransmetteurs
Agoniste peptidique Homme Mobilisation calcique Camarda et al., 2006
Behm et al., 2002
R Contraction d’aorte Behm et al., 2004b
= Behm ef al., 2006
Formation d’IP Behm et al., 2004b
Antagoniste pept]d]que Chat Contraction d’arteres Behm et al., 2006
Prolifération de cellules
SB710411
hépati , fib
Rat iepatiques, fbrose Wang et al., 2009
hépathique, sécrétion
de TGF(
. . Behm et al., 2004b
. 1. . Contraction d’artere chmera
Agoniste peptidique Singe Behm et al., 2006
Formation d’IP Behm et al., 2004b
Rat Contraction d’aorte Behm et al., 2006
Homme
Antagoniste peptidique Contraction d’aort
GSK248451 g peptidiq Chat on rac/lon‘ aorte Behm et al, 2006
et d’arteres
Singe Contraction d’arteres Behm et al., 2006
Urocontrin  |Antagoniste peptidique Rat Contraction d’aorte Chatenet et al., 2012a
AC7954
Agoniste non
ou ;;epti o Rat/Homme R-SAT Croston et al., 2002
Isochromanone
Agoniste non
FL68 & L. Homme R-SAT Lehmann et al., 2005
peptidique
Agoniste non
FL104 & .. Homme R-SAT Lehmann et al., 2007
peptidique
Mobilisation calcique
Homme -
Phosphorylation des MAPKs Clozel et al., 2004
Rat Contraction d’aorte
Rat Flux sanguin rénal Clozel et al., 2006
Homme  |Excrétion urinaire d’albumine| Sidharta et al., 2006
Palosuran Antagoniste non S ot . Spinazzi et al., 2006
ou ACT-058362 peptidique © ngrogenese Albertin et al., 2009
Fl in rénal et
Rat the sanguin renat € Trebicka ef al., 2008
excrétion de sodium
Rat Fibrose pulmonaire Onat et al., 2012b
H tensi tériell
Rat ypertension arterietie Onat et al., 2012a
pulmonaire
Rat/Homme/
Antagonist . . Mobilisation calci
SB-706375 goniste ion Singe/Souris catcque Douglas et al., 2005
peptidique 5 ;
Rat Contraction d’aorte
Resténose apres angioplastie | Rakowski et al., 2005
Pressions diastoliques et
systoliques, cedeme
pulmonaire, hypertrophie des| Bousette et al., 2006a
Antagoniste non cardiomyocytes, dilatation
B-611812 . 1 Rat !
SB-6118 peptidique ventriculaire
Prolifération des fibroblastes
di , fib
car .laques 1orose . Bousette et al., 2006b
myocardiaque et expression
de collagéne
Antagoniste non Rat/Homme
GSK-1562590 gont / . / Contraction d’arteéres Behm et al., 2010
peptidique Chat/Singe
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Tableau 8. Principaux composés agonistes (Bleu) et antagonistes (Rouge) du récepteur UT. ERK:
extracellular signal-regulated kinase; 1P: inositol phosphate; MAPKSs: mitogen-activated protein
kinases; R-SAT: receptor selection and amplification technology; TGF: transforming growth factorp.

Un autre antagoniste urotensinergique a récemment été développé par Behm et coll. en vue
d’augmenter le temps d’occupation du composé sur son récepteur. Il s’agit du GSK1562590
qui se comporterait comme un antagoniste insurmontable de I’UT de Rat, de Chat ou humain
et comme un antagoniste compétitif sur le récepteur de Singe (Behm et al., 2010). Le
GSK1562590 serait donc le premier antagoniste de I’'UT a action réversible lente, améliorant

ainsi son efficacité potentielle in vivo (Behm et al., 2010).

2.4. Désensibilisation de I’UT

Les données actuellement disponibles sur la désensibilisation de I’UT sont fragmentaires et
partiellement contradictoires. L’application répétée d’UII sur des anneaux d’aorte thoracique
de rats (Camarda et al., 2002) ou sur des cellules endothéliales aortiques humaines (Brailoiu
et al., 2008) se traduit par une diminution de 50% de I’activité. Au niveau cellulaire,
I’internalisation de I’UT de Rat apres 30 min de traitement s’éléve a environ 70% et 15% dans
les cellules de la lignée human embryonic kidney 293 (HEK293) (Giebing et al., 2005) et les
COS-7 (Proulx et al., 2005), respectivement. Selon les travaux menés parallelement par ces
deux mémes équipes, la perte d’efficacité du neuropeptide implique I’intervention (Proulx et
al., 2005) ou non (Giebing et al., 2005) des P-arrestines 1 et 2. La genese de différents
mutants de I’'UT a permis de souligner I’'importance des résidus sérine situés dans I’extrémité
C-terminale de I’'UT dans ce phénomene de désensibilisation (Proulx et al., 2005). La
mutation du motif ERY de I’UT de Rat inhibe son internalisation et sa co-localisation avec la
B-arrestine 2 (Proulx et al., 2008a). Selon les auteurs, la mutation du motif ERY serait
responsable d’un changement conformationnel de la boucle 12 dont les dix premiers résidus

participerait a la liaison des B-arrestines chez les RCPGs de classe A (Marion et al., 2006).
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3. Activités cellulaires du systeme urotensinergique

3.1. Effets vasoactifs

La distribution de I’'UT et de ses ligands endogenes a logiquement amené plusieurs
groupes a s’intéresser aux effets de I’UII sur le systeme cardiovasculaire. Appliqué sur des
anneaux désendothélialisés d’aorte de rats (Ames er al., 1999; Liu et al., 1999; Labarrere et
al., 2003; Chatenet et al., 2004), de Lapin (Opgaard et al., 2000), de Macaque (Ames et al.,
1999) ou d’Homme (MacLean et al., 2000; Maguire et al., 2000, 2004, 2008; Russell et al.,
2001; Camarda et al., 2002), I’UII provoque une vasoconstriction dose-dépendante. Cet effet
est observé a de tres faibles doses, a tel point que ce neuropeptide est a ce jour considéré
comme le composé vasoactif naturel le plus puissant (Ames et al., 1999; Maguire et al.,
2004). A titre d’exemple, sur le modele murin, I’UII est 660 et 16 fois plus puissant que la
sérotonine et 1’endothéline, respectivement (Ames et al., 1999). Cette activité
vasoconstrictrice serait principalement relayée par une mobilisation de calcium cytosolique
(Tableau 9, Figure 21A) (Ames et al., 1999; Liu et al., 1999). L’utilisation d’un inhibiteur de
PLC et la mesure de I'incorporation d’IP sur des aortes thoraciques de Lapin ont permis a
Saetrum Opgaard et coll. (2000) de confirmer I’'implication de la voie Gq/PLC/IPg/Ca2+. Le
Ca®* recruté par ’UT provient pour une part d’un pool intracellulaire via 1’activation des
récepteurs-canaux sensibles a 1’IP; et pour une autre part du milieu extracellulaire via les
canaux calciques de type L (Gibson, 1987, 1988; Itoh et al., 1987; Rossowski et al., 2002). Le
Ca®* active la calmoduline dont le blocage inhibe les effets de 1’UIl de Gobie sur la
contraction des anneaux d’aortes de Rat (Gibson, 1987). Enfin, la calmoduline active a son
tour la MLCK responsable de la phosphorylation de la MLC-2 et de la contraction
d’actomyosine (Russell and Molenaar, 2004; Tasaki et al., 2004). En marge de cette voie
principale de signalisation intracellulaire, d’autres voies impliquées dans les activités
contractiles de I’UII ont aussi été identifiées comme les voies PKC/ERK ou RhoA/ROCK

(Sauzeau et al., 2001; Rossowski et al., 2002; Russell and Molenaar, 2004; Tasaki et al.,
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2004). Enfin, et bien avant la caractérisation de I’UT, certains travaux avaient aussi établi un
lien entre la vasoconstriction induite par I’UII et la production d’acide arachidonique par une
phospholipase A, (Gibson, 1987), en particulier sur des muscles lisses de Grenouille (Yano e?
al., 1995). Cette production d’acide arachidonique a ensuite été confirmée dans différentes
lignées cellulaires exprimant la forme recombinante humaine de 'UT (Mori et al., 1999;

Lehner et al., 2007).

Activité mesurée Modéele Voie(s) de transduction Référence
PLA:, acide arachidonique,
Anneaux d’aorte de Rat Ca?* (canaux calciques Gibson, 1987

extracellulaires), calmoduline
Acide arachidonique, COX,
prostaglandine
Aorte thoracique de Rat PDE, AMPc, NO, Ca?%, Itoh et al., 1987

Muscle lisse de Grenouille Yano et al., 1995

Ca? (pool extracellulaire puis

Aorte de Rat Gibson et al., 1988

Contraction intracellulaire)
Aorte thoracique de Lapin Gq, PLC, IP Opgaard et al., 2000
Aorte thoracique de Rat RhoA, ROCK Sauzeau et al., 2001

Ca? (canaux de type L), PLC,

Aorte de Rat PKC, tyrosine kinase, ROCK

Rossowski ef al., 2002

Coeur humain MLC-2, PKC, RhoA Russell and Molenaar, 2004
Ca?*/calmoduline/MLCK, PKC, .
Tasaki et al., 2004
Aorte de Rat P38MAPK, ERK asaki et a
Endothélium humain NO, prostaglandine Chen et al., 2010
Tissu de corps caverneux humain eNOS, HSP90, NO Bianca et al., 2012
Aorte de Rat NO Bottrill et al., 2000
. Artere pulmonaire humaine NO MacLean et al., 2000
Relaxation X
Coronaire de Rat NO Katano et al., 2000
Cceur de Rat NO Prosser et al., 2006
Artere piale de Porc NO Lacza and Busija, 2006
Ceeur de Rat NO, COX, prostaglandine Ishihata et al., 2005
s rge . - Mori et al., 1999
Sécrétion d’acide H(E:ZO riTT onera
arachidonique CHOg-iUI; Ca?, PKC, PLA2 Lehner et al., 2007
Elasticité o _ )
) Muscle papillaire de Lapin NO, COX, prostaglandine Fontes-Sousa et al., 2007
cardiaque

Tableau 9. Voies de transduction associées au récepteur UT impliquées dans les effets vasoactifs
de PUIL. AMPc: 3'-5"-cyclic adenosine monophosphate; COX: cyclooxygénase; eNOS: endothelial
nitric oxide synthase; ERK: extracellular signal-regulated kinase; 1P: inositol phosphate; HSP90: heat
shock protein 90; MLC2: myosin light-chain 2; NO: nitric oxide; P38MAPK: p38 mitogen-activated
protein kinase; PDE: phosphodiestérase; PKC: protéine kinase C; PLA,: phospholipase A,; PLC:
phospholipase C; ROCK: rho-associated protein kinase.

Sur des vaisseaux intacts, e.g. arteres coronaires et mésentériques murines (Ames et al.,

1999; Bottrill et al., 2000) ou félines (Behm et al., 2004a) ou arteres pulmonaires humaines
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(MacLean et al., 2000; Stirrat et al., 2001), I’UII provoque une vasodilatation relayée par la
libération de NO (Bottrill et al., 2000; Katano et al., 2000; MacLean et al., 2000; Prosser et
al., 2006; Chen et al., 2010; Bianca et al., 2012). Chez le Rat, la vasodilatation coronaire met
également en jeu la production de prostaglandines (Ishihata et al., 2005; Chen et al., 2010).
Les études réalisées sur le réseau veineux montrent que le peptide exerce une activité
vasoconstrictrice sur les veines saphenes et ombilicales humaines (Maguire et al., 2000) ou
sur la veine jugulaire de Lapin (Camarda et al., 2002). Globalement, 1’effet vasoactif de 1’UII
varie selon la nature des vaisseaux et des especes considérées (Douglas et al., 2000a; Douglas

et al., 2000b; Ross et al., 2010).

3.2. Effets sur la prolifération, la survie et I’hypertrophie

Le systeme urotensinergique exerce des effets promitogeénes sur de nombreux types
cellulaires natifs ou recombinants, et hypertrophique uniquement sur des cardiomyocytes
(Tableau 10). L’activation de ERK est un élément central dans ces effets, que ce soit sur les
lignées transfectées avec I’UT humain (Ziltener et al., 2002) ou les cellules natives exprimant
le récepteur, i.e. cellules épithéliales rénales de Porc (Matsushita et al., 2003) ou cellules
musculaires lisses de Rat (Zhang et al., 2012) (Figure 21B). Plusieurs voies de signalisation
menant a I’activation de ERK et entrainant la prolifération, la survie ou encore 1’hypertrophie
cellulaire ont été décrites dans la littérature. L’une d’entre elles fait intervenir la
transactivation de I’EGFR (Chen et al., 2008; Sue et al., 2009; Tsai et al., 2009). Celle-ci est
souvent dépendante de la production des reactive oxygen species (ROS) par une NADP
oxydase (NOX) qui peut étre activée par I’'UT (Djordjevic et al., 2005). Les ROS vont lever
I’inhibition exercée par la protéine src homology 2 containing tyrosine phosphatase (SHP-2)

sur ’EGFR, permettant la transduction du signal mitogene (Liu et al., 2009; Tsai et al., 2009).
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Effets Type cellulaire Voie(s) de transduction Références

Cellules de muscles lisses
vasculaires de Lapin

Protéine G, PKC, src, MAPK Watanabe et al., 2001

Cellules de muscles lisses

. RhoA, ROCK Sauzeau et al., 2001
vasculaires de Rat

CHO-UT Gispo, PI3K, PLC, Calmodu.hne, MEK, Ziltener ef al,, 2002
Ca? extracellulaire

Cellules épithéliales rénales de  Ca?* (canaux voltage dépendant),
Porc PKC, MAPK, ERK, c-myc

Cellules musculaires lisses des
voies aériennes de Rat

Matsushita et al., 2003

PKC, MAPK, Ca?, calcineurine Chen et al., 2001

Transactivation de ’'EGFR,

Fibroblastes cardiaques de Rat ERK, ROS Chen et al., 2008
ROS, inhibition de SHP-2,
Cellules tubulaires de Rat transactivation de 'EGFR Sue et al., 2009
via HB-EGF
T . Iglewski and Grant,
Prolifération  Cellules de muscles lisses de Rat Ca?*, CamK, ERK, PKD 2010
Cellules progénitrices
Xu et al., 2012
endothéliales de Rat ERK, p38MAPK era
Cellules de muscles lisses ERK, TGFp Zhang et al,, 2012
pulmonaires de Rat
Cellules d§ muscles ysses NOX-4, ROS, FoxO3, pJNK, Diebold ef al,, 2011
pulmonaires humaines MMP-2
Cellules d? muscles psses NOX, ROS, ERK, PBSMAPK, c-Jun, Diordjevic ef al,, 2005
pulmonaires humaines Akt, expression de PAI-1
2+ 4
Astrocytes de Rat PLC, Ca? (canaux IP3, dépendants, Jarry et al., 2010
et type T extracellulaires), IPs, Gio
Fibroblastes de Rat MAPKS, expression de VEGF, Song et al., 2012

production de collagéne
ROS, inhibition de SHP-2,
transactivation de 'EGFR, Tsai et al., 2009
expression d’endothéline-1

Cellules de muscles lisses
aortiques de Rat

Cellules de muscles lisses

. N.D. Esposito et al., 2011
Survie vasculaires de Rat P
Cardiomyocytes de Rat PI3K, ERK Chen et al., 2012b
Cardlomy?cytes <,:1e Rat Gq, Ras Tzanidis et al., 2003
surexprimant I'UT
Cardiomyocytes de Rat Transactivation de 'EGFR

. . Onan et al., 2004
Hypertrophie surexprimant I'UT via HB-EGF, ERK, p38MAPK

ROS, inhibition de SHP-2,
transactivation de 'EGFR
Cardiomyocytes de Rat PI3K, Akt, GSK-33 Gruson et al., 2010

Cardiomyocytes de Rat Liu et al., 2009

Tableau 10. Voies de transduction associées au récepteur UT impliquées dans les effets pro-
mitogenes de I’UIL. CamK: calmoduline kinase; EGFR: epidermal growth factor receptor; ERK:
extracellular signal-regulated kinase; GSK3P: glycogen synthase kinase 3f; HB-EGF: heparin
binding EGF; IP;: inositol trisphosphate; MAPK: mitogen-activated protein kinase; MEK:
extracellular signal-regulated kinase; MMP: métalloprotéase matricielle; N.D.: non determinée;
NOX: NADP oxydase; P38MAPK: p38 mitogen-activated protein kinases; PAl-1: plasminogen
activator inhibitor 1; PI3K: phosphatidylinositol-3 kinase; pJNK: c-Jun N-terminal kinase; PKC:
protéine kinase C; PKD: protéine kinase D; PLC: phospholipase C; ROCK: rho-associated protein
kinase; ROS: reactive oxygen species; SHP-2: src homology 2 containing tyrosine phosphatase;
TGEFB: transforming growth factor ; VEGF: vascular endothelial growth factor.
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La transactivation de ’EGFR par I'UT peut également passer par l’activation d’une
ADAM et le clivage consécutif d’un précurseur de I’EGF, ’'HB-EGF, libérant ainsi le ligand
de ’EGFR (Onan et al., 2004; Sue et al., 2009). Finalement, dans les cellules HEK293
exprimant un UT recombinant, la transactivation de I’EGFR fait intervenir les B-arrestines et
favorise la survie cellulaire (Esposito et al., 2011). Sont également impliquées dans la
prolifération, la PLC et la PI3K via une protéine G sensible a la PTX (Ziltener et al., 2002).
De fait, le couplage de 'UT avec une protéine G de type i/o a ét€ observé sur des cellules
exprimant un UT humain recombinant (Ziltener et al., 2002; Song et al., 2006b; Jarry et al.,
2010), sur des astrocytes corticaux de Rat en culture (Desrues et al., 2008; Jarry et al., 2010)
et sur des lignées de rhabdomyosarcome (Douglas et al., 2004b). Dans ce dernier exemple, les
auteurs ont démontré qu’en présence de PTX, le signal calcique est diminué de 40%

suggérant un couplage simultané de I’'UT a la fois a la protéine G4 et Gyyo.

3.3. Effets sur la migration cellulaire
Un nombre croissant de travaux indépendants démontrent que 1I’UIl exerce un effet

stimulant sur la migration cellulaire (Tableau 11).

Effet Type cellulaire Voie(s) de transduction Référence
Monocytes humain RhoA, ROCK Segain et al., 2007
Cellules progénitrices
Xu et al., 2009
endothéliales de Rat RhoA/ROCK, MLC ne
LnCap Rhoa, F,AK' e>.<pre551on Grieco et al., 2011
d’intégrine
. . Cellules musculaires lisses Matsusaka and
Mlgra.tTOT‘l/ d’aorte humaine MEK Wakabayashi, 2006
Motilité PKC, ROCK, calcineurine,
Fibroblastes d’aorte de Rat MAPKs, expression de Zhang et al., 2008b
collagene I
Fibroblastes d’aorte de Rat Ostéopontine Zhang et al., 2011

Cellules progénitrices

N.D. Yi et al., 2012
endothéliales de Rat rera

Tableau 11. Voies de transduction associées au récepteur UT impliquées dans la migration
cellulaire. FAK: focal adhesion kinase; MAPKs: mitogen-activated protein kinases; MEK:
extracellular signal-regulated kinase; MLC: myosin light chain; N.D.: non determinée; PKC: protéine
kinase C; ROCK: rho-associated protein kinase.
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La voie de signalisation Rho/ROCK semble jouer un role majeur dans les effets de 1I’UII sur la

migration de fibroblastes de Rat (Zhang et al., 2008b), de cellules progénitrices endothéliales

de Rat (Xu et al., 2009) ou encore de monocytes humains (Segain et al., 2007). Dans ce

dernier cas, les auteurs considerent I’UIl comme un facteur chimiotactique qui agit sur la

réorganisation du cytosquelette d’actine (Figure 21C).

Prolifération/Survie/Hypertrophie

C UT
®

o
<€

Migration

Contraction

Relaxation
Figure 21. Représentation schématique des principales voies de signalisation associées au

récepteur UT et impliquées dans les effets cellulaires de I’UIL A. Voies de transduction associées
aux effets vasoactifs de I’UIl. B. Voies de transduction associées aux effets de I’UIl sur la
prolifération, la survie et I’hypertrophie. C. Voies de transduction associées aux effets de I’UII sur la
migration. AA: acide arachidonique; AC: adénylate cyclase; ADAM: a disintegrin and
metalloproteinase; Ca™ : calcium; COX: cyclooxygénase; DAG: diacylglycérol; eNOS: endothelial
nitric oxide synthase; ERK: extracellular signal-regulated kinase; GC: guanylate cyclase; HB-
EGF: heparin binding EGF ; IP5: inositol trisphosphate; MLCK: myosin light-chain kinase; NO: nitric
oxide; NOX: NADP oxydase; PG: prostaglandine; PI3K: phosphatidylinositol-3 kinase; PIP,:
phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate; PKC: protéine kinase C; PLA,: phospholipase A,; PLC:
phospholipase C; ROCK: rho-associated protein kinase; ROS: reactive oxygen species; SHP-2: src

homology 2 containing tyrosine phosphatase.
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Dans une étude plus récente, I'utilisation d’un antagoniste de I’UT (urantide), d’un inhibiteur
de Rho ou encore d’un ShRNA dirigé contre I’UT, inhibe la motilité de cellules issues d’une
lignée cellulaire tumorale prostatique (LnCap), suggérant un effet autocrine/paracrine de 1’UIl
(Grieco et al., 2011). Quelques travaux mettent en cause d’autres éléments de signalisation
intracellulaire tels que la PKC, les MAPKs ou 1’ostéopontine, mais ces données restent
parcellaires et ne permettent pas de conclure sur I’ensemble des voies de signalisation

recrutées dans la migration cellulaire induite par I’UIL

3.4. Effets sur la néoangiogenése

Les propriétés vasoactives importantes associées aux effets pro-migratoires et pro-
mitogenes de I’UIl, suggéraient I'implication du systeme urotensinergique dans la
néoangiogenese. La premicre preuve d’une activité proangiogénique de I’UII a été apportée
par Spinazzi et coll. en 2006. Dans cette étude, 1’UII, sans effet sur la prolifération, entraine
une réorganisation de cellules endothéliales issues de microvaisseaux cérébraux de Rat, et
stimule la néoangiogenese. Ces mémes auteurs ont aussi démontré que la présence d’UII dans
un implant de gélatine appliqué sur la membrane chorioallantoide d’un embryon de Poulet

provoque une augmentation du nombre des vaisseaux sanguins (Spinazzi et al., 2006).

Effets Type cellulaire Voie(s) de transduction Références
24
HUVEC PLC, Ca®, PKC, PI3K, ERK1/2, Guidolin et al., 2010
FAK
Expression de VEGF,
HUVEC endothéline-1, Albertin et al., 2011
Né q 2 adrénomédulline
coanglogenese HUVEC HIF-1, ROS, NOX-2 Diebold et al,, 2012
Cellules endothéliales de
microvaisseaux cérébraux de Rat, ND. Spinazzi et al., 2006

Membrane chorioallantoide
d’embryon de Poulet
Tableau 12. Voies de transduction associées au récepteur UT impliquées dans la néoangiogenese.
ERK1/2: extracellular signal-regulated kinasel/2; FAK: focal adhesion kinase; HIF-1: hypoxia
inducible factor-1; HUVEC: human umbilical vein endothelial cells; N.D.: non déterminée; NOX:
NADP oxydase; PI3K: phosphatidylinositol-3 kinase; PKC: protéine kinase C; PLC: phospholipase C;
ROS: reactive oxygen species; VEGF: vascular endothelial growth factor.
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Les études sur les cellules endothéliales de la veine de cordon ombilical humain (HUVEC)
ont ensuite permis d’identifier les voies de transduction activées par I’UII (Albertin et al.,
2009; Guidolin et al., 2010; Diebold et al., 2012), mais les données récoltées a ce jour sont
encore insuffisantes pour établir une signalisation définie et attribuer clairement une fonction

physiologique ou physiopathologique a ces mécanismes (Tableau 12).

4. Activités physiologiques et physiopathologiques du systeme urotensinergique

4.1. Sur le systeme cardiovasculaire

L’administration d’UII sous forme de bolus intra-artériel (au niveau de 1’arc aortique) chez
la Grenouille taureau ou Lithobates catesbeianus, entraine une élévation de la pression
artérielle (Yano et al., 1995). Injecté en bolus intraveineux sur des rats anesthésiés, 1’UII
(Gardiner et al., 2001; Abdelrahman and Pang, 2002; Hassan et al., 2003) ou I’'URP (Sugo et
al., 2003) provoque une diminution lente et prolongée de la pression artérielle liée a une
vasodilatation. En revanche, une administration chronique d’UII chez ces animaux est sans
effet (Kompa et al., 2004). Chez le Macaque, I’UIl induit une forte vasoconstriction
responsable d’un collapsus et d’un arrét cardiaque a forte dose (Zhu et al., 2004). Les résultats
obtenus chez ’Homme restent quant a eux controversés puisque l’injection intraveineuse
d’UII se traduit par une vasoconstriction locale (Bohm and Pernow, 2002) ou est sans effet
apparent (Wilkinson et al., 2002; Cheriyan et al., 2009).

Plusieurs groupes se sont intéressés aux effets de I’UII sur le systeéme cardiovasculaire
relayés par une action sur le SNC. Les données disponibles dans la littérature montrent que
I’injection intracérébroventriculaire (icv) d’UII chez la Truite (Le Mevel et al., 1996; Lancien
et al., 2004), I’Anguille (Nobata et al., 2011) ou le Rat normo- (Lin et al., 2003a) ou
hypertendu (Lin et al., 2003b) entraine une élévation du rythme cardiaque et de la pression
artérielle. L’augmentation de la pression artérielle moyenne et la dépression dose-dépendante

observées apres micro-injection d’UIIl dans les noyaux paraventriculaire et arqué ainsi que
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dans I’aire cérébrale Al (au niveau du cortex dorsolatéral) respectivement, indiquent que ces
structures cérébrales sont, en partie, responsables des effets centraux du systeme
urotensinergique dans le contrdle de 1’activité cardiaque (Lu ef al., 2002).

Le systeme urotensinergique serait impliqué dans de nombreuses pathologies
cardiovasculaires. Des patients souffrants d’une insuffisance cardiaque (Ng et al., 2002;
Richards et al., 2002; Russell et al., 2003; Gruson et al., 2006; Jani et al., 2012),
d’hypertension systémique (Cheung et al., 2004; Krum and Kemp, 2007) et portale (Heller et
al., 2002; Kemp et al., 2007; Liu et al., 2010a; Pawar et al., 2011) ou d’athérosclérose
(Suguro et al., 2007) présentent des taux circulants d’UII et/ou d’URP (Ull-like) supérieurs a
ceux relevés chez des volontaires sains. Une surexpression d’UIIl, d’URP et de 'UT dans le
ceeur de rats insuffisants cardiaques a également été mise en évidence (Nakayama et al.,
2008). La forte immunoréactivité Ull-like dans les cellules endothéliales d’artéres coronaires
issues de patients atteints d’athérosclérose (Maguire et al., 2004; Hassan et al., 2005),
associée aux effets de I’UII sur la prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires
(Sauzeau et al., 2001; Watanabe et al., 2001), ou sur la formation de macrophages spumeux
(Watanabe et al., 2005; Shiraishi et al., 2008), suggere que ce peptide pourrait participer aux
processus de remodelage tissulaire au cours de la pathologie (Pakala, 2008).

Les effets de I’UII sur la prolifération (Chen et al., 2008), la migration (Zhang et al.,
2008b; Zhang et al., 2011) et I’expression de collagene (Tzanidis et al., 2003; Dai et al.,
2011) par des fibroblastes cardiaques de Rat ainsi que ses effets sur I’hypertrophie de
cardiomyocytes de Rat (Tzanidis et al., 2003; Onan et al., 2004; Liu et al., 2009; Gruson et
al., 2010) indiquent que le systeme urotensinergique jouerait un role délétere sur

I’hypertrophie et la fibrose cardiaques (Tzanidis et al., 2003).
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4.2. Sur le systeme rénal

Plusieurs équipes ont relevé la présence de quantités significatives d’UII (Shenouda et al.,
2002; Maguire et al., 2004), de sites de liaison a I’'UII et d’ARNm de I’'UT (Maguire et al.,
2000; Matsushita et al., 2001; Totsune et al., 2001; Hirose et al., 2009; Mori et al., 2009) au
niveau rénal. Les reins sont d’ailleurs considérés comme la principale source d’UII circulante
(Nothacker et al., 1999). Le peptide est également retrouvé dans les urines chez I’Homme
(Matsushita et al., 2001) et le Rat (Song et al., 2006a) a des niveaux excédant ceux retrouvés
dans le plasma. Les roles physiologiques de I’UII sur la fonction rénale restent pour autant
controversés puisque son administration chez le Rat augmente (Zhang et al., 2003) ou
diminue (Song et al., 2006a) le taux de filtration glomérulaire. Ce dernier effet est confirmé
par I’étude d’Abdel-Razik et coll. en 2008 dans laquelle 1I’UIIL, administré a fortes doses,
entraine une diminution du taux de filtration glomérulaire résultant de ses -effets
hémodynamiques (réduction du flux sanguin rénal) alors qu’a faibles doses, le peptide exerce
une action tubulaire produisant une diminution de la réabsorption des électrolytes.

Sur un terrain pathologique, il a été observé que des quantités d’Ull-like présentes dans le
plasma et dans les urines sont considérablement augmentées chez des patients souffrant d’une
néphropathie consécutive au diabetes mellitus (Langham et al., 2004; Totsune et al., 2004).
Particulierement élevés chez les malades en stade terminal, les niveaux circulants d’Ull-like
sont inversement corrélés au débit cardiaque (Mallamaci et al., 2005; Zoccali et al., 2006) et
aux complications cardiovasculaires 1étales, indiquant que 1’UII jouerait dans ce cas, un role
cardioprotecteur (Zoccali et al., 2008). En revanche, dans un modele d’insuffisance rénale
aigiie ischémique, le blocage de I'UT par 1’antagoniste palosuran, prévient la diminution du
débit sanguin rénal responsable de 1ésions tubulo-interstitielles (Clozel et al., 2004; 2006) ce
qui plaide en faveur d’une implication délétere du systeme urotensinergique. Une étude plus
récente menée sur des patients atteints d’une néphropathie consécutive a un diabetes mellitus,

montre que le palosuran ne modifie pas les fonctions rénales (Vogt et al., 2010). Ces
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exemples apparemment contradictoires, illustrent la complexité de I’action du systéme

urotensinergique dans un contexte pathologique rénal.

4.3. Sur le systeme endocrinien

La distribution de I'UT et de ses ligands endogenes dans plusieurs organes et tissus
endocrines a conduit plusieurs groupes a rechercher d’autres fonctions physiologiques de
I’UII et de I’'URP. Les premieres études réalisées chez les poissons ont démontré que I’UII
inhibe la libération de prolactine (PRL) (Grau et al., 1982; Rivas et al., 1986) et augmente la
cortisolémie (Arnold-Reed and Balment, 1994; Kelsall and Balment, 1998). En revanche,
I’administration icv d’UIIl entraine une hausse des concentrations plasmatiques de thyroid
stimulating hormone (TSH) et de PRL chez le Rat (Gartlon et al., 2001), mais aussi de
I’hormone corticotrope et de 1’adrénaline chez la Brebis (Watson et al., 2003). Ces données
sont a rapprocher de celles d’ Albertin et coll. (2006) qui montrent que 1’application d’UII sur
des cellules corticosurrénaliennes de Rat en culture diminue de fagon dose-dépendante la
sécrétion basale de corticostérone. Par ailleurs, sur des pancréas perfusés de Rat, I’ UII inhibe
la libération d’insuline induite par le glucose (Silvestre et al., 2001, 2004) tandis que le
palosuran et I'urantide ont des propriétés inverses (Marco et al., 2008), suggérant que 1’UII
endogene inhiberait I’activité sécrétrice des cellules pancréatiques de type B (Silvestre et al.,
2009). Cette implication potentielle du systeme urotensinergique dans le contrdle de la
glycémie est confortée par deux études indépendantes qui rapportent la présence de
concentrations plasmatiques d’Ull-like élevées chez des patients souffrant d’un diabete de
type II (Totsune et al., 2003; Suguro et al., 2008). Finalement, plusieurs polymorphismes de
I’UII et de I’UT ont été décrits chez I’Homme et associés au diabete de type 2 (Suzuki et al.,
2004; Okumus et al., 2012) ou a une résistance a I’insuline (Ong et al., 2006; Séez et al.,

2011).
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4.4. Sur le systeme immunitaire

Une étude menée en 2004 par 1’équipe de Giaid a révélé la présence de I’UT a la surface de
certaines cellules immunitaires, e.g. lymphocytes B et macrophages (Bousette et al., 2004),
qui infiltrent des zones présentant une immunoréactivité accrue pour 1’UIl (Maguire et al.,
2004). De plus, ’'UII se comporte comme un facteur chimioattractant sur des monocytes
humains (Segain et al., 2007) et provoque I’extravasation plasmatique chez la Souris (Vergura
et al., 2004) et le Rat (Gendron et al., 2004). Des signaux pro-inflammatoires tels que le
TNFa, le LPS ou encore I’interféron y (INFy) favorisent I’expression de I’'UT (Segain et al.,
2007) alors que I’UII induit la sécrétion de cytokines telles que I’IL-6 par des cardiomyocytes
et des cellules d’adénocarcinome de poumon (Johns et al., 2004; Zhou et al., 2012). Ces
données montrent que I’UIl interviendrait dans la réponse immunitaire en participant
notamment a la production de cytokines et en favorisant linfiltration des cellules

immunitaires.

4.5. Sur le comportement animal

En accord avec la distribution de I’UII et de I’UT dans le SNC (Coulouarn et al., 1998,
1999; Ames et al., 1999; Liu et al., 1999; Clark et al., 2001), 1’administration icv d’UII a de
multiples répercussions comportementales. L’UIl induit des effets anxiogenes et un
comportement « de résignation » chez la Souris (Do-Rego et al., 2005) et le Rat (Matsumoto
et al., 2004) dans les tests de la planche a trou, le labyrinthe en croix surélevé, la nage forcée
ou la suspension par la queue. Ce neuropeptide augmente de facon dose-dépendante les
phénomenes de toilettage et de redressement, tout en diminuant le temps d’inactivité chez le
Rat soumis a un environnement familier (Gartlon er al., 2001). Une élévation de 1’activité
motrice a également été rapportée chez la Souris (Do-Rego et al., 2005) et la Truite Arc-en-

ciel (Lancien et al., 2004).
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L’expression du récepteur UT dans 1’hypothalamus (aire ventromédiane, noyaux arqué et
supraoptique) et le tronc cérébral (noyaux du tractus solitaire et parabrachial) suppose que
I’UII participerait, a I'instar de nombreux autres neuropeptides, au controle de la prise
alimentaire (Gartlon et al., 2001; Jégou et al., 2006). De fait, dans les 30 minutes suivant son
injection icv, I’UII exerce chez la Souris des propriétés orexigenes (Do-Rego et al., 2005),
laissant entrevoir de nouvelles applications thérapeutiques potentielles pour ce peptide dans le
traitement des troubles de la prise alimentaire.

Le sommeil est classiquement divisé en trois phases, i.e. sommeil léger, profond et
paradoxal. Ce dernier s’accompagne de mouvements rapides des yeux (rapid eye movements
ou REM) contrdlés par des neurones cholinergiques localisés dans I’aire tegmentale (de Lecea
and Bourgin, 2008). De facon intéressante, le tegmentum est particulierement riche en ARNm
codant ’'UT (Clark et al., 2001; Jégou et al., 2006) et une microinjection d’UIl dans cette
zone se traduit chez le Rat par une augmentation du nombre et de la durée des phases de
sommeil paradoxal (Huitron-Resendiz et al., 2005; de Lecea and Bourgin, 2008). Le locus
ceeruleus présente également de forts niveaux d’ARNm codant I’UT (Jégou et al., 2006),
suggérant que le systeme urotensinergique participerait a la régulation des cycles veille-
sommeil. A ’appui de cette hypothese, appliquée sur des tranches cérébrocorticales de Rat,
I’UII stimule la libération de noradrénaline, un neurotransmetteur fortement impliqué dans le

contrdle de 1’attention et de 1’éveil (Ono et al., 2008).

4.6. Dans le développement tumoral
L’expression de I’UIl et de I’'UT observée dans de nombreuses lignées et échantillons
tumoraux (Tableau 13), notamment dans des extraits de tumeurs de la glande surrénale telles
que les carcinomes adrénocorticaux ou les phéochromocytomes (Takahashi et al., 2003;
Morimoto et al., 2008), de tumeurs du SNC telles que les glioblastomes ou les

neuroblastomes (Takahashi et al., 2001; Nguyen et al., 2012) ou encore dans des tissus
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musculaires, les rhabdomyosarcomes (Birker-Robaczewska et al., 2003; Douglas et al.,
2004b). A T’heure actuelle, seules quelques travaux isolés s’interressent au role du systeme
urotensinergique dans la tumorigenese. Ainsi I’UII stimule la prolifération des cellules d’une
lignée d’adénocarcinome pulmonaire in vitro et in vivo dans un modele de xénogreffes sur des
souris immunodéprimées Nude (Wu et al., 2010b). La méme équipe a plus récemment
démontré que I’UII stimule la libération de cytokines pro-inflammatoires telles I’'IL-6 ou le
TNFa, de MMP-9, et participe a I'infiltration de macrophages dans la tumeur (Zhou et al.,
2012). Enfin, D'utilisation de l'urantide sur les cellules tumorales prostatiques LnCap se
traduit par une diminution de leur motilité et de leur invasion (Grieco et al., 2011).

Type de tumeur

Origine tissulaire = Expression d'UIl  Expression d'UT

Systéme endocrinien
Carcinome adrénocortical

Lignée SW13 Takahashi et al., 2001 Takahashi et al., 2001

Echantillon humain

Takahashi et al., 2003

Takahashi et al., 2003

Echantillon humain

Morimoto et al., 2008

Morimoto et al., 2008

Phéochromocytome

Echantillon humain

Takahashi et al., 2003

Takahashi et al., 2003

Echantillon humain

Zeng et al., 2006

Zeng et al., 2006

Echantillon humain

Morimoto et al., 2008

Morimoto et al., 2008

Lignée PC12

Aita et al., 2010

Aita et al., 2010

Adénome adrénocortical

Echantillon humain

Takahashi et al., 2003

Takahashi et al., 2003

Echantillon humain

Morimoto et al., 2008

Morimoto et al., 2008

Systeme uro-génital et gastro-intestinal

Carcinome rénal

Echantillon humain

Shenouda et al., 2002

Adénocarcinome prostatique Lignée LnCap Grieco et al., 2011
Choriocarcinome Lignée BeWo Takahashi et al., 2001 Takahashi et al., 2001
Adénocarcinome colorectal Lignée DID-1 Takahashi et al., 2001 Takahashi et al., 2001
Cancer du col de 1'utérus Lignée Hela Takahashi et al., 2001 Takahashi et al., 2001
Systéme nerveux central
Glioblastome Lignée T98G Takahashi et al., 2001 Takahashi et al., 2001
g U7 Do vt
Neuroblastome Lignée IMR-32 Takahashi et al., 2001 Takahashi et al., 2001
Lignée NB69 Takahashi et al., 2001

Lignée SH-SY5Y

Nguyen et al., 2012

Echantillon humain

Takahashi et al., 2003

Takahashi et al., 2003

Autres tissus

Rhabdomyosarcome

Lignée TE-671

Birker-Robaczewska et al.,
2003

Lignée SJRH30 Douglas et al., 2004b
Lignée SJCRH30 Batuwangala et al., 2009
Adénocarcinome pu]monajre . Wu et al., 2010b Wu et al., 2010b
Lignée A543 Zhou ef al., 2012 Zhou ef al., 2012

Tableau 13. Localisation de I’UII et de I’UT dans différents types de tumeurs humaines.
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Objectifs

Les récepteurs a 7 domaines transmembranaires couplés aux protéines G (RCPGs)
répertoriés constituent la plus large famille des protéines transmembranaires du génome
humain. Ces récepteurs jouent un role majeur dans D'initiation tumorale, la prolifération
cellulaire mais aussi dans les fonctions chimioattractantes régulant les mécanismes
métastasiques et invasifs ainsi que la néoangiogenese tumorale. Les RCPGs dont le role est le
plus caractérisé dans ces mécanismes chimiotactiques, sont les récepteurs de chimiokines et
de peptides vasoactifs, qui sont exprimés dans de nombreux types de cancers, dont certains
sont particulierement invasifs et néoangiogéniques, notamment les gliomes de haut grade.

Les tumeurs cérébrales gliales ou gliomes représentent chez 1’adulte 2% des cancers.
Malgré les améliorations thérapeutiques, le pronostic reste sombre, principalement en raison
du potentiel néoangiogénique des glioblastomes, et au caractere extrémement invasif des
cellules tumorales gliales. En effet, plus de 95% des gliomes récidivent en marge de la cavité
de résection, qui contient des cellules tumorales invasives agissant ainsi comme un réservoir
de tumeur. Cette invasion du tissu sain s’opere en réponse a des facteurs chimioattractants tels
que les facteurs de croissance, mais surtout les chimiokines et des peptides vasoactifs
capables d’activer des RCPGs.

Dans ce contexte, les peptides vasoactifs et leurs récepteurs, classiquement impliqués dans
les processus angiogéniques et invasifs, constituent de nouvelles cibles thérapeutiques. L’ UII,
considéré comme le plus puissant d’entre eux et son récepteur UT sont exprimés dans le
systeme nerveux central, ou leur role reste peu connu. Les travaux réalisés dans 1’équipe ont
précédemment mis en évidence la présence d’ARNm codant I’UT ainsi que la protéine dans
les astrocytes corticaux de Rat en culture (Castel et al., 2006) et ont montré que 1’UII interagit
avec des sites de tres haute affinité et de haute affinité, couplés a la voie Gq—PLC—IP3—Ca2+,
Gi,o-PIPs sensibles a la PTX, et aux canaux calciques de type T (Castel et al., 2006; Diallo et

al., 2008; Jarry et al., 2010). De plus, nous avons démontré que 1’activation du site de tres
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haute affinité pour I’UII, qui ne reconnait pas I’URP, relaye la prolifération des astrocytes en
culture (Jarry et al., 2010). Enfin, nous avons montré plus récemment que le récepteur UT est
exprimé dans des astrocytes humains et dans une lignée de gliome de haut grade, la lignée
U87, et régule I’'internalisation du récepteur GABA, (Desrues et al., 2012). Ces données
suggerent que le systéme urotensinergique joue un role majeur dans I’activité des astrocytes
en conditions physiologique et physiopathologique.

Le peptide et son récepteur sont en effet exprimés dans de nombreux types de tumeurs dont
des lignées de glioblastome (Takahashi er al., 2001). Des études fragmentaires ont démontré
que dans des lignées de tumeurs prostatiques LnCap, I’UII favorise la motilité et I’invasion
des cellules tumorales (Grieco et al., 2011) et qu’elle stimule la croissance des tumeurs et
Iinfiltration des macrophages dans des adénocarcinomes pulmonaires (Zhou et al., 2012).
Ces données suggerent donc que I’UIl pourrait participer au développement tumoral en
stimulant la prolifération et/ou la migration cellulaire. En particulier, nous émettons
I’hypothese que I'UT et/ou I’UII exprimés dans les glioblastomes, peuvent exercer des roles
multicellulaires sur I’invasion du parenchyme nerveux par les cellules tumorales gliales, la
néoangiogenese et la chimioattraction des macrophages pro-angiogéniques, suggérant que le
systeme urotensinergique constitue ainsi une cible thérapeutique prometteuse.

L’objectif de mon travail de these visait donc a déterminer le réle du systeme
urotensinergique dans le développement des tumeurs cérébrales d’origine gliale, par une
premiere analyse des mécanismes de signalisation relayés par I’UT in vitro. Pour atteindre
cet objectif, mon travail de these a consisté a i) déterminer les effets de I’UIl sur la
prolifération, la migration et 1’adhésion des cellules tumorales gliales et caractériser les voies
de signalisation impliquées dans ces effets a I’aide d’outils pharmacologiques et moléculaires,
ii) identifier, par double-hybride, des partenaires protéiques du domaine C-terminal
cytosolique de I’UT, potentiellement impliqués dans les voies de signalisation activées par

I’UII et iii) rechercher, par une approche « phosphoprotéomique » (Plate-Forme PISSARO),
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un ensemble de protéines phosphorylées et déphosphorylées dans une lignée de glioblastome,

exposée au peptide UIL.
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Partie 1.
Signaling switch of the vasoactive peptide urotensin II receptor:

Chemotaxic control of glioma migration

Les travaux antérieurs de 1’équipe concernant le rdle du systeme urotensinergique sur
I’activité astrocytaire, et les études fragmentaires évoquant le caractere « chimiokine » de
I’UII nous ont conduit a poser un certain nombre de questions :
¢ L’UII et son récepteur I’UT sont-ils aussi exprimés dans les tumeurs cérébrales gliales
d’origine astrocytaire ?
¢ Dans les tumeurs gliomales humaines, I’activation de ’UT par I’UII conduit-elle
classiquement au recrutement de la voie Go/PLC/Ca”" ?
¢ Dr’autres voies de signalisation de I’'UT sont-elles mises en jeu dans les gliomes, et
notamment dans les glioblastomes ? Participent-elles a la survie/prolifération,
migration et/ou adhésion cellulaires ?
¢ Ainsi, le récepteur UT peut-il répondre aux effets d’un gradient de faible concentration
d’UII et aux effets d’une plus forte concentration homogene de ligand en adaptant ses
capacités de couplage ?

¢ L’UT peut-il donc jouer un role clé dans les mécanismes de migration/invasion des

glioblastomes ?
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[Ca2+]c, calcium cytosolic concentration; AOBS, Acousto-Optical Beam Splitter; ATCC,
American Type Culture Collection; bFGF: basic fibroblasy growth factor; BRET,
bioluminescence resonance energy transfer; CBTRUS, Central Brain Tumor Registry of the
United States; CCD, charge-coupled device; CXCR4, CXC motif receptor 4; DAPI, 4',6’-
diamidino-2-phenylindole; EGF: epidermal growth factor; FA, focal adhesion; FBS: fetal
bovine serum; FRET: fluorescence resonance energy transfer; GBM, glioblastoma
multiforme; GPCR, G protein-coupled receptor; HRP, horseradish peroxidase; HTRF:
homogeneous time resolved fluorescence; i.p., intraperitoneally; IP-1: inositol phosphate; IL-
6, interleukin-6; MMP9, matrix metalloproteinase 9; NDS, normal donkey serum; NEAA,
non essential amino acids; NF-kB, nuclear factor-kappa B; NPY, neuropeptide Y; PFA,
paraformaldehyde; PI, propidium iodide; PI3K, phosphatidylinositol-3 kinase; PIP,
polyphosphoinositide; PTX, pertussis toxine; Rluc: renilla reniformis luciferase; Rb,
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Abstract

Glioblastoma are the most frequent and the most aggressive primary brain tumors in adults.
Despite improvements in treatment, the poor prognosis is mainly due to the major neo-
angiogenic potential and the highly invasive nature of glioblastoma involving chemotaxic
mechanisms. In this study, we established that glioblastoma expressed the vasoactive peptide
urotensin II (UIl) and its receptor UT, and we investigated the UT-mediating selective
signaling cascades involved in glioma cell growth, migration and adhesion. The UIl and UT
components are widely expressed in glioma (grade III and IV) cell lines, fresh biopsie
explants and glioblastoma patient-derived tissue sections. Glioma cell lines U87 and SW1088
and fresh glioma explants expressed a UT receptor uncoupled from the Gq/IP3/C32+ pathway
and cell cycle/proliferation. Low gradient concentrations of UII (107°-10° M) exhibited
chemoattracting migratory/motility effect towards HEK expressing recombinant UT as well
as glioma cell lines. This effect was blocked by UT antagonists, entirely mediated by G;3 and
the ROCK kinase, and partially involved Gj,, and PI3K components. In contrast, we observed
that homogenous higher concentrations of UII drastically blocked cell motility and stimulated
cell-matrix adhesions mainly through a UT-Gj, signaling cascade. Through the development
of a series of signaling assays, we confirmed that in HEK-UT, UII dose-dependently activated
G/TP1, G; and Gi3, and mediated ERK1/2 phosphorylation. However, UT expressed in
glioma would only recruit G; and Gj3 selective couplings and failed to engage the
ERK1/2/AKT pathway. Finally, we provide evidence that homogenous high concentration of
UIL (10°® M; 1h) increased actin stress fibers and the formation of large vinculin-stained focal
adhesions. These findings suggest that the vasoactive peptide receptor UT behaved as a
professional chemotaxic receptor, relaying a signaling switch between directional migration
and cell adhesion under gradient and homogenous concentrations, respectively, redefining

sequential mechanisms affecting tumor cells during glioma growth and neo-angiogenesis.
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Introduction

Glial brain tumors comprise only 2% of all cancers but contribute to 2.5% of overall cancer
mortality and are the third leading cause of cancer death in young adults (1). Highly
malignant glioma, multiform glioblastoma (GBM), are the most common group of primary
brain tumors with an incidence of 8.9 cases per 100,000 persons/year in the US (CBTRUS
2008; 2). The median survival of patients with glioblastoma is estimated at 14.6 months after
surgery and combined treatment (radiotherapy and chemotherapy) (3). Despite improvements
in treatment, the prognosis is poor, mainly due to the major neo-angiogenic potential and the
highly invasive nature of glioblastoma. Thus, over 95% of glioma recur in the margins of
resection cavity, which contain invasive tumor cells acting as a reservoir of tumor (4,5).
Indeed, tumoral glial cells invade the parenchyma and follow the myelinated nerve fibers or
migrate along blood vessels (6), specific niches providing essential oxygen and nutrients for
growth. This invasion of healthy tissue occurs in response to chemoattractant factors such as
growth factors, but also chemokines, cytokines and vasoactive peptides activating G protein
coupled receptors (GPCRs). Among chemotaxic GPCRs, the chemokine receptor CXCR4
(CXC motif receptor 4) is undoubtedly the most recognized in the metastatic processes but
also the most invasive in GBM until now. High levels of expression of CXCR4 and its ligand
CXCL12 were detected in areas adjacent to glioma necrosis (7); and play a major role in
glioma infiltration by leukocytes and macrophages (8).

Vasoactive peptide receptors would also relay migration of various cell types including
endothelial, vascular smooth muscle and/or immune cells. For instance, pro-migratory
behaviors have been described for angiotensin Il on vascular smooth muscle cells (9), for
endothelin-1 on endothelial and neural progenitor cells (10,11), for neuropeptide Y (NPY) on
a breast cancer cell line (12), and for bradykinin on glioma cells (13). More recently, the
vasoactive neuropeptide urotensin II (UIl) has been shown to induce chemoattraction of

human monocytes and thus could be considered as a new chemokine (14).
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UII and its paralogue urotensin II-related peptide URP are cyclic neuropeptides of 11 and 8
amino acid sequence and exhibit a fully conserved C-terminal cyclic hexapeptide CFWKYC
core that plays a major role in the biological activity of the peptides (15,16). UIl and URP are
considered the most potent endogenous vasoactive molecules known so far that relayed
biological actions through a common GPCR called UT (17,18). Its activation leads to an
increase of cytosolic Ca”* concentrations [Ca®*]. following the recruitment of G4 protein and a
phospholipase C (PLC) (18). UIIL, URP and UT are expressed in various organs including the
cardiovascular system (heart endothelium and vascular smooth muscle cells), renal tissues and
the central nervous system (CNS) (19,20). More recently, few studies highlighted a UT-
coupled Rho/ROCK signaling pathway leading to rat fibroblasts (21), rat endothelial
progenitor cells (22) or human monocytes migration (14), thus stressing a potential new
chemokine status of UIIL. Accordingly, it has been shown that UT receptor antagonism
regulates prostatic cancer cells (23) and that UIl may activate tumor necrosis factor-a (TNF-
a), interleukin-6 (IL-6), metalloproteinase 9 (MMP9) and nuclear factor-kappa (NF-xB) and
promote lung adenocarcinoma growth in vitro and in vivo (24,25). Finally, UIl mRNA has
been detected in tumor cell lines of neural origin and the UII peptide has been shown to favor
proliferation of human adrenocarcinoma and renal carcinoma cell lines (26,27).

In CNS, UT was found in astroglial processes in vivo (28), in cerebellar glial cells from rat
brain slices, in human native astrocytes and in a human glioblastoma cell line (29-31). In rat
astrocytes, our previous work indicates that UII activates a PLC/PIPs/Ca** transduction
pathway, via both G4 and Gy, proteins and stimulates cell proliferation/survival (29,30). The
potential chemoattractant activity of the UII-UT system may play multiple roles in invasion of
the brain parenchyma by glial tumor cells, and thus constitutes a non-ubiquitous promising
therapeutic target.

In this study, we establish that glioblastoma expressed the urotensinergic system and we

investigate the effect of the UII/UT couple on glioma cell growth, migration and adhesion
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through activation of selective signaling cascades. The UIl and UT components are widely
expressed in glioma (grade III and IV) cell lines, fresh biopsie explants and in glioblastoma
patient-derived tissue sections. We show that gradient concentrations of UIIl exhibited
chemoattracting behavior on HEK expressing human UT (HEK-UT) and glioma cells
migration. This chemotaxic effect mainly involved G;3 and ROCK and partly required Gj,
and PI3K. In contrast, we observed that homogenous higher UIIl concentration drastically
blocked cell motility of HEK-UT and glioma cells while stimulated glioma cell-matrix
adhesion through a UT-Gj, signaling cascade. We provide evidence that homogenous high
concentration of UIIl promoted the formation of actin stress fibers and the maturation of focal
adhesions (FA). These data suggest that glioma cells sense and produce UII through
expression of its receptor UT, to mediate migration and adhesion of glioma cells,
recapitulating a “chemotaxic behavior profil” resembling to those of professional chemotaxic

receptors.
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Materials and methods

Chemicals

Human UII (hUII; Glu-Thr-Pro-Asp-Cys-Phe-Trp-Lys-Tyr-Cys-Val) was purchased from
Polypeptide Laboratories (Strasbourg, France). Urantide™ (Asp-Pen-Phe-D-Trp-Orn-Tyr-
Cys-Val) was found from Peptide International (Louisville, Kentucky, USA). Palosuran
(ACT-058362; 1-[2-(4-benzyl-4-hydroxy-piperidin-1-yl)-ethyl]-3-(2-methyl-quinolin-4-yl)-
urea sulfate salt) was generously provided by Actelion Pharmaceutical (Allschwill, Suisse).
Antibodies directed against the urotensin II receptor named UT, i.e. H90 (Flow cytometry,
immunohistochemistry) and M250 (Immunocytochemistry), the anti-ERK, anti-pERK, anti-c-
Myc, and secondary antibodies HRP-conjugated anti-rabbit, HRP-conjugated anti-mouse,
HRP-conjugated anti-goat, FITC-conjugated goat anti-rabbit were purchased from Santa-Cruz
(Tebu Bio, Le Perray-en-Yvelines, France). Anti-AKT1 and anti-pAKT1 were obtained from
Upstate (Millipore, Saint-Quentin-en-Y velines, France). Anti-UII (flow cytometry) was from
Phoenix Pharmaceuticals (Strasbourg, France). Anti-vinculin, anti-UII
(immunohistochemistry), Gi, inhibitory toxin PTX, ROCK inhibitor Y27632, PI3K inhibitor
LY294002, poly-L-ornithine, poly-L-lysine, fibronectine, methyl-cellulose, protease and
phosphatase inhibitor cocktails, paraformaldehyde (PFA), normal donkey serum (NDS),
Mowiol, saponin, propidium iodide (PI), RNase, probenicid, glucose, ATP were obtained
from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier, France). Control or Gj3 siRNA
(5’GUUCAUGGUAUCGUGCAUGATdT3’) were from Dharmacon (Fisher Scientific,
Mlkirch, France). Secondary antibodies Alexa 488-conjugated donkey anti-rabbit and Alexa
594-conjugated donkey anti-mouse, 4’,6’-diamidino-2-phenylindole (DAPI) pluronic acid
were purchased from Invitrogen (Fisher Scientific). R415 rhodamine phalloidin, Cell Tracker
Green™, Fluo-4 AM, Fura-2 AM, were from Molecular Probes (Fisher Scientific).
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), Ham’s F-12, Leibovitz’s 15, non essential

amino acids (NEAA), sodium pyruvate, antibiotic-antimycotic, PBS, HEPES, EDTA, N2
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supplement, Hank's Balanced Salt Solution (HBSS) were obtained from Gibco (Fisher
Scientific, Illkirch, France). Fetal Bovine Serum (FBS) was from Lonza (Béle, Suisse) and
bFGF from Eurobio (ABCYS, Les Ulis, France). Bovine Serum Albumin (BSA) was obtained
from Roche (Fisher Scientific, Illkirch, France). NP-40 was from Calbiochem (Fisher

Scientific, Illkirch, France) and Triton X-100 was from VWR (Fontenay-sous-Bois, France).

Plasmid constructs

c-myc

For UT epitope-tagged c-myc (UT "), the human UT receptor cDNA inserted into
pcDNA3.1 (Ressource Center, MI, USA) was amplified and PCR products were subcloned
using the EcoRI and Xhol sites of pCMV-c-myc (Table 1). The ERY mutant UT receptor

cDNA was constructed by oligonucleotide-directed mutagenesis (QuickChange Site-directed

mutagenesis II; Roche) using the human UT receptor cDNA inserted into pcDNA3.1 as a
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template and two oligonucleotides to introduce three Ala instead of Glu'", Arg'*®, Tyr
(Table 1). PCR products were subcloned using the EcoRI and Xhol sites of pCMV-c-myc
after digestion by the same restriction enzymes. Mutagenesis was confirmed by automated
nucleotide sequencing. For UT fusionned with eGFP and eYFP proteins, human UT receptor
cDNA inserted into pcDNA3.1 was amplified and PCR products were subcloned using the
EcoRI and BamHI1 sites of peGFP-N2 generously provided by Dr O. Wurtz (Inserm U982,
Rouen, France) and BamH1 and EcoR1 site of peYFP-N1 (Table 1). G,; fusioned to RLuc and

Gy fusionned with eYFP was constructed as previously described (32) and G 3-RLucll and

UT-eGFP2 were prepared as described (33).
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cDNA Subcloning Primers Enzymes

Forward: ATGCGAATTCGGATGGCGCTGACCCCCGAGT

UTeme - pCMV-emye Reverse: AAACTCGAGTCACGCCGGGGCCCTGGG EcoR1/Xhol
Forward: ATCGGAATTCATGGCGCTGACCCCCGAGTC
'eGFP -
Ut peGFP-N2 Reverse: ATCGGGATCCCCGCCGGGGCCCTGGGA EcoR1/BamHI
- pevppyg  Forward: ACTGGGATCCAACGCCGGGGCCCTGGGACCCTCGRG e oy

Reverse: ATGCGAATTCGGATGGCGCTGACCCCCGAGT

Forward: ACCGTCATGAGCAGCGCGGCCGCCGCTGCGGTGCTGCGG

UTervaanme - Mutagenesis oo e CCGCAGCACCGCAGCGGCGGCCGCGCTGCTCATGACGGT

Transfections

Plasmid DNAs transient transfections were performed using Lipofectamine™ 2000
(Invitrogen) or FuGene 6 (Promega) following the manufacturer's protocol. Control or Gi3
siRNA were transfected into SW1088 cells using X-tremGENE siRNA transfection reagent

(Roche) following the manufacturer’s protocol.

Cell culture

The glioma cell lines SW1088 [astrocytoma, World Health Organization (WHO) grade III],
U87 (multiform glioblastoma, WHO grade IV), U118 (glioblastoma, WHO grade IV) were
purchased from American Type Culture Collection (ATCC). The glioma cell lines 8MG,
42MG [multiform glioblastoma, (34)] and GL15 [glioblastoma, (35)] were generously
provided by Pr. J. Honnorat (CRNL, Lyon, France). SW1783 cell line (astrocytoma, WHO
grade III, ATCC) was generously given by Pr. L’Houcine Ouafick (APHM, Marseille,
France) and the HEK-293 cell line (CRL1573™, ATCC) was generously provided by Dr. L.
Prézeau, C. Barrere and 1. Bidaud (IGF, Montpellier, France). U87, MG, 42MG, GL15 and
HEK-293 cells were cultured in DMEM, U118 cells were cultured in Ham’s F-12, SW1088
and SW1783 cells were maintained in Leibovitz’s L15, all containing 2 mM NEAA, 2 mM
sodium pyruvate, 1% antibiotic-antimycotic and 10% FBS at 37°C in a humidified incubator

(5% CO; for all cell lines excepted SW1088 and SW1783).
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Tumor explant culture

Tumor tissue specimens were obtained from the biobank of the anatomocytopathology service
of the Rouen CHU hospital (Pr A. Laquerriere) and correspond to glioblastoma resected in the
Neurosurgery department at Rouen CHU (Pr F. Proust) after informed consent. Selected
patients in the center are systematically clinically followed with collection of clinical and
biological data. The material was analyzed within the tumor pathology department for
diagnosis. Fragments of fresh tissue were sent to the immediate postoperative laboratory to
prepare explants or dissociation of glioma cells. All specimens obtained from patients
undergoing open surgical resection for a brain tumor were collected in DMEM medium
containing 0.5% FBS, 1% antibiotic-antimycotic and 2 mM sodium pyruvate, but only
glioblastoma (WHO grade IV) diagnosed resections were used for data analysis. Blood
vessels surrounding tumor resections were removed mechanically and tissue fragments were
cut into pieces of 0.5-2 mm’. Tumor explants were placed on poly-L-lysine-coated glass
coverlips (12 mm round, CML, Nemours, France) in 24-well plate (Corning, Fisher Scientific,
Mlkirch, France), and were incubated 1h in 100 uL DMEM/Ham’s F12 (3/1, v/v) medium
completed with N2 supplement (1X final concentration), bFGF (10 ng/mL final
concentration), 0.4% Methyl-cellulose and 1% antibiotic-antimycotic. Tumor explants were
allowed to attach to the substrate, and then 200 uL of additional culture medium was added.

Cultures were maintained for 2-4 days before being used in experiments.

Immunohistochemistry on patient-derived tissue sections

Consecutive human tumor tissue sections (5 pm) obtained from the biobank of the
anatomocytopathology service of the Rouen University Hospital (Pr A. Laquerriere) were
deparaffinized in xylene and rehydrated in descending alcohols. Heat-mediated antigen
retrieval was performed in a sodium citrate buffer [10 mM (pH 6), 95°C, 20 min].

Endogenous peroxidase was blocked with 0.3% H,0O, in TBS [10 mM Tris (pH 8), 0.15 M
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NaCl] and nonspecific binding sites were blocked with a serum albumin solution (1%, 2h)
supplemented with 10% normal goat serum. Primary antibodies were incubated at 1:50 (anti-
UT) or at 1:25 (anti-UII) in the buffer [0.1 M Tris (pH 7.5), 0.15 M NaCl, 1% BSA] overnight
at 4°C. Immunoreactive complexes were detected using the corresponding secondary HRP-
conjugated antibody and visualized by 3,3'-diaminobenzidine supplied by DAKO (Les Ulis,
France). Slides were then counterstained with hematoxylin, dehydrated through a series of
alcohols and xylene, and coverslipped in Eukitt (Dutcher, Brumath, France). Control sections

were incubated in the absence of primary antibodies.

Western blotting

The cells were rinsed in PBS, scraped in ice-cold Lysis Buffer (20 mM HEPES, 100 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 1X protease and/or phosphatase inhibitor cocktails) and homogenized
with 3 passages in a thin syringe needle. Cell lysate was supplemented with 10% of detergent
NP-40 (Calbiochem) and incubated (1h, 4°C) under rotation. Cell suspension was centrifuged
(12,000 g, 30 min, 4°C), and the protein concentration of the supernatant was determined by
the Bradford method. Protein samples were mixed in an equal volume of 2x Laemmli buffer
(120 mM Tris-HC1 pH 6.8, 20% glycerol, 4% SDS, 0.02% Bromophenol Blue, 10% -
mercaptoethanol) and loaded onto the gel. Protein samples were electrophoresed on 10%
SDS-PAGE. Proteins were then transferred onto a nitrocellulose membrane (Hybond C;
Amersham Biosciences, Fisher Scientific) using the wet transfer Mini-PROTEAN Tetra Cell
system (Bio-Rad Laboratories, Marnes-la-Coquette, France). Membranes were blocked in
blocking buffer consisting of 2% nonfat milk or 4% BSA in Tris-buffered saline. Membranes
were incubated with primary antibodies overnight at 4°C followed by four washes.
Membranes were incubated with HRP-conjugated secondary antibodies (Santa-Cruz) for 2h at
RT and washed four times. Immunoreactive bands were visualized by using the ECL Western

blotting substrate (Promega, Charbonnieres-les-bains, France) and their molecular weights
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were determined by using Page Ruler Plus prestained protein ladder (10-250 KDa) markers

(Fisher Scientific).

Rhotekin pull-down assay for RhoA activation.

SW1088 cells were seeded on fibronectin precoated flask (75 cm?). Since they reach 70%
confluence, cells were rinsed, serum-starved for 12h and treated (control, UII 10® M, SBF
10%) during 30 min. Cells were then washed and scraped in ice-cold Lysis Buffer. Rhotekin
pull-down assay was performed on cell lysate using the Active Rho Pull-Down and Detection
Kit from Pierce (Fisher Scientific) according to the supplier instructions. Final samples were

analyzed by Western blot as described before.

Immunocytochemistry

SW1088 and U87 cells were seeded on fibronectin pre-coated glass coverslips (12 mm round,
CML) and when reaching 70% of confluence, they were fixed in PFA (4%, 10 min). After
rinsing, cells were permeabilized with Triton X-100 (0.05%, 5 min) in PBS and then blocked
with NDS (2%, 1h). Primary antibodies directed against human UT (0.5 pg/mL, Santa Cruz)
or Human vinculin (0.5 pg/mL, Sigma-Aldrich) in PBS with 0.5% NDS and 0.1% BSA was
incubated at 4°C overnight. Then, cells were rinsed with PBS and incubated in the presence of
secondary antibodies Alexa 488- or 594-conjugated donkey anti-rabbit or donkey anti-mouse
(1/200, Invitrogen) in PBS with 0.5% NDS and 0.1% BSA (RT, 2h). For F-actin staining,
cells were incubated with R415 rhodamin phalloidin (Molecular Probes, 110 nM, 20 min),
then washed with PBS, incubated with DAPI (Invitrogen, 1 pug/mL, 10 min), and washed
twice more with PBS. Coverslips were then mounted on glass slides with Mowiol (Sigma-
Aldrich) and imaged by confocal microscopy. The preparations were examined on a Leica
TCS SP5 confocal laser scanning microscope (DMI 6000) equipped with Acousto-Optical

Beam Splitter (AOBS) system and white laser for excitation flexibility. Alexa 488, Alexa 594,
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eGFP and rhodamine optimum excitation wavelength values were determined by Lambda
scanning and used for confocal images acquisition.

Quantification and analysis of stress fibers were performed using ImageJ (NIH, MA, USA)
software from multichannel images obtained using the 63x objective of Leica TCS SP5
confocal. The cell perimeter was marked as the region of interest and the integrated densities
per area was calculated from the appropriate channel (red for actin stress fibers or green for

UT™). For adhesion analysis, the cell perimeter was marked as the region of interest and the

integrated densities per area was calculated for U

expression (green) and the number and
the size of adhesion points were calculated using particle analysis plug-in after successive

image treatment by ImagelJ software.

Flow Cytometry

Immuno-characterization of the urotensin system. Glioma cells grown in 75 cm? flasks until
confluence were washed in PBS, detached and spun down. The cell pellet was washed, re-
suspended in PBS containing 1% BSA and incubated with 10 pg/mL non-immune rabbit IgGs
for 30 min. For total receptor detection, cells were permeabilized in PBS containing 1% BSA
and 0.1% saponin (Sigma-Aldrich) for 30 min. Then, cells were incubated with antibodies
directed against rabbit anti-UT (2 pg/mL, Santa Cruz) or anti-UIl (10 pg/mL, Phoenix
Pharmaceuticals), diluted in PBS containing 1% BSA and 0.1% saponin at RT for 30 min. In
negative controls, the primary antibodies were omitted. Cells were incubated with an FITC-
conjugated goat anti-rabbit secondary antibody (Santa Cruz) diluted 1/200 and measured in
the FL1 (530 nm) channel. Cells were analyzed on a FACScalibur flow cytometer (Beckton
Dickinson Biosciences, Le Pont-De-Claix, France) operated with the CellQuest software.
Samples in which the primary antibodies were omitted were used as control to normalize
mean fluorescence levels. Dead cells and debris were excluded from the analysis by gating

living glioma cells from size/structure density plots. Data were displayed on a logarithmic
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scale in arbitrary units corresponding to the mean fluorescence intensity. Each histogram plot
was recorded from at least 10,000 gated events.

Cell cycle analysis. U87 and SW1088 plated in 75 cm? flasks were serum starved for 24h and
then incubated in the absence or the presence of UII for 24h. Cell cycle analysis was done by
DNA staining with PI by flow cytometry. Briefly, after treatment, cells were trypsinized,
harvested in PBS, and fixed in ice cold 70% ethanol for 15 (SW1088) to 30 min (U87).
Staining was done with 0.6 mg/ml RNase (RT, 30 min) and 50 pg/mL PI (RT, 30 min). Cell
cycle status was quantified by FACScalibur flow cytometer using CellQuest analysis

software.

Counting/Proliferation assay

Cells were grown in the complete culture medium supplemented with 10% FBS. For
experiments, they were serum starved for 24h, then incubated in the absence or the presence
of UIl or 1% FBS for 48h in the same complete medium. Cells were rinsed in PBS (37°C),
detached with accutase (Millipore) and cell number was quantified by counting events with an

electronic cell counter (22, Beckman Coulter, Roissy CDG, France).

Calcium measurement

For Ca** microfluorimetry on dissociated cells, cells were plated into 96-well plates (Costar,
Fisher Scientific, clear bottom/black side) in complete medium supplemented with 10% FBS
at 10,000, 20,000 and 50,000 cells/well for SW1088, U887 and HEK-293 cells respectively.

c-myc

After 12h in culture, cells were transfected with pCMV-c-myc or UT construct. Two days
later, they were rinsed twice with a modified HBSS containing 135 mM NaCl, 5 mM KCI, 1
mM MgCl,, 1 mM CaCl,, 10 mM HEPES, 3 mM glucose and 2.5 mM probenicid (pH 7.4),
and incubated with 40 pL of 2 uM Fluo-4 AM or Fura-2 AM dyes (Molecular Probes)

containing 20% pluronic acid for 1h in a 5% CO, atmosphere at 37°C. After rinsing with
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modified HBSS, the effects of ATP 0.1 uM or graded concentrations of UII on [Ca12+]C were
measured with a fluorimetric imaging plate reader FlexStation III (Molecular Devices,
Wokingham, England) using the SoftMaxPro 5 software.

For Ca®* microfluorimetry on fresh glioma explants, intracellular Ca®* was measured
(fluorescence at 510 nm following excitation at 340/380 nm from a 300 W xenon lamp) from
a single visual field using an integrating CCD (charge-coupled device) camera coupled to a
Leica DMLFSA microscope. Cell Ca®™ imaging and fluorescence quantification were carried

out using the Metafluor Imaging System (Molecular Devices).

G protein coupling and cAMP/IP-1 metabolism

The ability of receptor to activate G; and G;3 proteins was controlled by measuring
bioluminescence resonance energy transfer (BRET) between G-protein subunits. Thus, we
used Gy-Rluc (Renilla reniformis luciferase) fusion proteins, with Rluc fused to the G protein
a subunit of G; or Gy3 and the Venus-tagged G, subunits. 48h after transfection, HEK-293
cells were washed with PBS, and coelenterazine h substrate (Promega) was added at a final
concentration of 5 uM in the total volume of 50 pl/well at 37°C. BRET readings were then
performed immediately after the addition of UII using the Mithras LB 940 plate reader
(Berthold Biotechnologies, Bad Wildbad, Germany) that allows the sequential integration of
light signals detected with two filter settings (Rluc filter, 485 + 20 nm; and YFP filter, 530 +
25 nm). Data were collected using the MicroWin2000 software (Berthold Biotechnologies)
and BRET signal was expressed in milliBRET units of BRET ratio.

The determination of the inositol phosphate 1 (IP1) accumulation in HEK-293 cells was
performed in 96-wells microplates using the IP-One HTRF® assay (Cisbio Bioassays,
Codolet, France). In brief, cells were stimulated for 30 min at 37°C with UII in the
stimulation buffer (10 mM HEPES, 1 mM CaCl,, 0.5 mM MgCl,, 4.2 mM KCl, 146 mM

NaCl, 5.5 mM glucose, and 50 mM LiCl, pH 7.4). The reaction was stopped by 50 mM
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phosphate buffer, pH 7, 1 M KF, and 1% Triton X-100 containing homogeneous time
resolved fluorescence (HTRF) assay reagents: the Europium Cryptate-labeled anti-1P1
antibody and d2-labeled IP1. The assay was incubated lh at RT, and time-resolved
fluorescence resonance energy transfer (FRET) signals were measured 50 ps after excitation
at 620 and 665 nm using a RubyStar instrument (BMG labtech, Champigny-sur-Marne,

France).

Migration assay

Transwell filters (24 wells, Corning, Fisher Scientific) with 8§ um pores were coated with 25
pg/mL fibronectin (4°C, 12h). The following day, cells non expressing receptor, or expressing
UT or UTgryaaa) mutant were detached from culture flask using accutase, pelleted, and
resuspended in medium without SBF. For Gi3 silencing experiments, cells were transfected
with control siRNA or Gj; siRNA 48h before experiments. For experiments including
inhibitors, cells were preincubated with the specific inhibitors of Gj, (PTX, 0.2 pg/mL, 6h),
ROCK (Y27632, 10'5M, 6h) or PI3K (1.Y294002, 10'5M, 6h) prior to the experiment. Cells
(50,000/125 pL/filter) were added onto the upper chamber of the Transwell in the absence or
the presence of compounds. The gradient was generated by the lower chamber filled with 600
pL of medium containing UII or tested compounds. The cells were incubated for 24h (37°C),
rinsed with PBS and cells on the upper surface of the filter were removed using a cotton-
swab. Migrating cells were fixed, stained with eosine/hematoxilin and filters were mounted
on glass slides with Mowiol and randomly microphotographed with a Nikon microscope
(Champigny-sur-Marne, France, 10 fields/filter). Cells on the microphotography were counted

by using “Cell counter” plug-in on ImagelJ software.
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Motility assay

Glioma Cells (10,000/well) were plated into fibronectin-coated (25 pg/mL) 12-well plate in
medium supplemented with FBS. After 12h of incubation (37°C), cells were rinsed with fresh
medium and incubated in the absence or the presence of UIIL. Images were collected every 5
min for 12h on a videomicroscope Leica (DM IRE2) with a 10x objective equipped with a
CO,- and temperature-controlled chamber. Data were analyzed for cell migration with cell

tracking plug-in of the Metamorph software.

Adhesion assay

96-well plates (Costar, clear bottom/black side) were coated with 25 pg/mL fibronectin (4°C,
12h). SW1088 cells, HEK-293 expressing UT"™° or UTgryaaa) . (preincubated 30 min
with Cell Tracker Green'™) or HEK-293 expressing UT*"™" were detached with EDTA (1
mM), pelleted, and resuspended in medium without FBS in the absence or the presence of
UII, signaling pathways inhibitors and/or UT antagonists (37°C, 30 min). Cells were plated at
25,000 cells/well (SW1088) or 50,000 cells/well (HEK-293) and after 15 or 30 min, washed
twice with PBS, and the adherent cells were measured with a fluorescence plate reader

(FL600, Bio-Tek, Colmar, France) at 535 nm.

Cell-based ELISA

Plasmid construct expression was assessed by cell-based ELISA 48h post-transfection of
HEK-293 cells with cDNA encoding UT"™* or UTgryaaa) - mutant. Cells were plated at
50,000 cells/well in 96-well plates (white, Corning) coated with 0.1 mg/mL poly-L-ornithine.
Cells were fixed with 4% PFA in PBS for 5 min at RT, washed in PBS, and then
permeabilized in 0.05% Triton X-100 (only for permeabilized cells) and non specific binding
was blocked with PBS containing 1% FBS for 30 min at RT. The first mouse anti-c-myc

monoclonal antibody (0.5 pg/ml, Santa-Cruz) was added for 1h at RT. Incubation with goat
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anti-mouse (Santa Cruz) conjugated alkaline phosphatase diluted at 1/1,000 in PBS/FBS was
carried out for 30 min at RT. The cells were washed four times with PBS, a colorimetric
alkaline phosphatase substrate was added (SuperSignal ELISA, Fisher Scientific) and the
resulting color reaction was measured using a luminometer (Fisher Scientific). Background
absorbance from samples not transfected or transfected with empty vector was systematically
measured.

Phosphospecific cell-based ELISA was performed as previously described with minor
modifications (36). Briefly, cells were plated at 25,000 (SW1088) or 50,000 cells/well (U87
and HEK-293) in 96 wells fibronectin-coated plates (white, Corning). The cells were serum-
starved for 4h and stimulated for 0 to 30 min with UIl 10® M [FBS or epidermal growth
factor (EGF) were used as positive control]. After stimulation, cells were fixed with 4% PFA
in PBS (5 min at RT), washed (PBS 1X, Triton X-100 0.1%) and endogenous peroxidase was
quenched with 0.6 H,O, in PBS/Triton for 20 min. Non specific binding sites were blocked
(PBS 1X, FBS 10%, 1h, RT) and primary antibodies (anti-ERK, anti p-ERK, anti-AKT, anti
p-AKT, 0,5 pg/mL each) were incubated overnight at 4°C. Incubation with secondary
antibodies conjugated alkaline phosphatase diluted at 1/1,000 in PBS/Triton/BSA 5% was
carried out for 1h at RT. The cells were washed three times with PBS/Triton and twice with
PBS, a colorimetric alkaline phosphatase substrate was added (SuperSignal ELISA, Fisher
Scientific) and the resulting color reaction was measured using a luminometer (Fisher

Scientific).

Cloning ring assay

50,000 HEK-293 cells were plated in a cloning ring 6 mm diameter (Corning) within a 24-
well plate. After 24h seeding, medium was added into the plate and the ring was removed.
After 1h, cells were rinsed with fresh medium and compounds were added.

Microphotographies of the cell ring were taken at Oh, 24h and 48h by using a Macroscope
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Leica (Z6 APO) and the migration was quantified by substracting the area corresponding to
the initial cellular edge at Oh from that of the edge of the migrating cells after 24h or 48h

treatment by using ImageJ software.

Statistical analysis

All statistical analyses were conducted using the GraphPad Prism 5.00 software (GraphPad
Software). Data were expressed as mean values + SEM of three or more separate experiments.
Among the experiments, data were analyzed with different statistical tests, i.e. Mann and
Whitney test, unpaired t-test for dual comparisons. Multiple comparisons were performed
using One way analysis of variance followed by Bonferonni post hoc test or Kruskal-Wallis

followed by Dunns post hoc test. P<0.05 was taken as significance.
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Results

Expression of urotensin II and its receptor in glioma cell lines and patient biopsies of
glioblastoma

Previous report raised the possibility that UIl might have some regulatory role in tumor
development and we have previously characterized the expression of UT in normal rat and
human astrocytes (29,31), as well as in glioma cells (26,31). Here, we first confirmed UT
expression by flow cytometry, Western blot and immunocytochemistry using a specific anti-
UT antibody in various astrocytoma (WHO Grade III, SW1783 and SW1088) and
glioblastoma (WHO Grade IV, U87, 8MG, 42MG and GL15) cell lines but also in fresh
glioblastoma explants from patient biopsies (Fig. 1). UT expression appeared maintained in
human glioma cell lines (Fig. 1A) with different levels of immunoreactivity. In addition, UII
was also present in glioblastoma (8MG and GL15) and in astrocytoma (SW1088) (Fig. 1A)
suggesting an auto/paracrine mechanism in these cells. We also confirmed UT protein
expression by Western blot analysis in glioma cell total protein preparations, showing a
characteristic major band around 47 kDa (Fig. 1B). The stained UT receptor in glioma
appeared faint at the plasma membrane but more diffuse in the cytoplasm as ponctiform green
fluorescence (Digitally zoomed image, Fig. 1C) and positive immunostaining for UT was
detected in 8 different resected glioblastoma in cytoplasm of many tumor cells and in cells
emerging from explants (stack, at 114 um from the surface). Importantly, we found highest
levels of UT immunoreactivity in vascular and perivascular regions as shown in a
representative stack corresponding to 47 um deep from the surface of the explant (Fig. 1D).
Finally, to evaluate the potential role of UIl and UT in high grade human glioma, human
glioblastoma-derived consecutive tissue sections were stained for UIl and UT, and strong
immunoreactivity was systematically detected in perivascular regions (Fig. 1E). In these

areas, UIl and UT were colocalized in some cells around vessels (arrowhead) and UT
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appeared systematically expressed in the endothelium of neo-vascularization lining the lumen

of the vessel (arrow).

Deficient UT coupling to proliferation and Ca*/IP; signaling in glioma

It has been previously shown that neurovascular ligands may induce glioma proliferation and
also increase in [Ca®].. Among vasoactive peptides, UIl was reported to promote
proliferation/cell survival of native cells (20) or cell lines expressing UT (37) and is
classically recognized as a key activator of the UT/Ca**/IP; and/or voltage-dependent Ca®*
channel signaling cascade in various cell types including UT recombinant cell lines (17,38)
and normal astrocytes (29,30). Thus, to definitely establish whether UIl can regulate
proliferation, cell counting was performed on HEK transfected with cDNAs encoding human
UT“™* (HEK-UT) or on glioma cells. UII displayed no significant effect on the HEK-UT as
well as SW1088 and U87 cells counting after 24h treatment with UII (10" and 10® M)
whereas FBS (1%) significantly (P<0.05) stimulated or favored cell survival/proliferation
(Fig. 2A). In order to verify the potential UT associated Ras-dependent signaling cascade, UII
was tested on ERK1/2 and AKT phosphorylation in HEK-UT and glioma. Early rapid
activation of ERK1/2 was observed at 5 min, peaking at 15 min (ratio 2.18, p<0.001)
followed by a slow decrease at 30 min in HEK-UT (Fig. 2B, upper) whereas no significant
ERK1/2 phosphorylation was detected in SWI1088 (Fig. 2C). However, no significant
phosphorylation of AKT was detected in both cell systems (Fig. 2B and C), assessing that the
Ras/ERK and PI3K/AKT pathways are not recruited by UT in glioma cells. Then, glioma cell
cycle distribution was also examined via flow cytometry with PI, in the absence or the
presence of UII (10'7 M) (Fig. 2D). As illustrated in the example of Figure 2D, G1, S and
G2/M phases were not modified in the presence of UII, indicating that UT did not control cell

cycle in glioma cells and failed to regulate cell proliferation.
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Then, we assessed the classical UT-Ca®* coupling (Fluo-4 AM Ca®* probe) as well as the
polyphosphoinositide metabolism via measurement of IP1 produced (as a decrease of the
FRET-HTREF signaling of the complex IP1-Ac, see Materials and Methods) in HEK-UT. UIl
evoked a concentration-dependent increase of the [Caz)']C reaching 246.1 £ 11.3% of control at
107 M (P<0.01). As positive control, ATP (10'4 M) induced a large Ca”* rise in HEK and
HEK-UT (peak 611 + 41.8%, Fig. 3A, upper). Accordingly, the production of the metabolite
IP1 resulting from the production of IP; was stimulated in HEK-UT by increasing
concentration of UII yielding an ECs, value of 8.9x10™"° M (Fig. 3A, bottom). Surprisingly,
UIIL (10"% to 107 M) failed to cause a Ca®* rise in ATP-responding glioma cells. To test
whether this absence of effect is attributed to a low UT expression level or rather a loss of
specific coupling to the Ca®*/IP; pathway, we transfected glioma cells with cDNA encoding
human UT“™° (31). Again, we observed that UT overexpression did not recruit a Ca**
signaling pathway (Fig. 3B). Thus, we verify this uncoupling in fresh glioblastoma explants
loaded with the ratiometric Ca** dye Fura-2 AM, and imaged over 30 min by using a digital
imaging system (Metafluor, Leica). Application of UII (10™® M) during 2 min 30 sec failed to
evoked a Ca®* response whereas perfusion of ATP (10™* M, 50 sec) resulted in rapid, transient
and synchronized increase in [Ca®*]cin a majority of glioblastoma cells (Fig. 3C). These data
strongly suggest that the urotensinergic system expressed in high grade glioma did not recruit

Ca** events and remained inefficient on cell cycle and proliferation.

Gradient concentration of UIl mediated chemotaxis via UT/G13/Rho/ROCK pathway in
glioma

Thus, as UIIl may also be considered as a chemoattractant towards human monocytes (14) or
rat fibroblasts (21), we investigated motility and migration properties of UT expressing cells,
HEK transiently transfected with UT“™° ¢cDNA (Fig. 4A) and glioma cells expressing UT

(Fig. 4B). These cells were seeded in the upper chamber of transwells and allowed to migrate
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during 24h in the absence or the presence of UIl (bottom chamber). Gradient of UII
concentration induced a significant migration of HEK-UT (P<0.01) and SW1088 (p<0.001) or
U87 (P<0.001) compared with HEK-pCMV“ ™ and control (untreated) groups (Fig. 4A and
B). In SW1088, UII provoked a concentration-dependent increase in migration from 10 M
(P<0.05) to 10”7 M, with a maximum response at 10° M yielding 209 + 17.53% stimulation
(Fig. 4B) also observed in U87 (Fig. S1A). In addition, results from the in vitro wound
healing assay demonstrated that U87 treated with UII (10" and 10® M) migrated into the
scratched area more rapidly than control (SBF') and quantification revealed 62.63% (UII, 10
"' M) and 69.48% (UIL 10® M) versus 46.35% (control) of cells invading the lesioned area
after 16h following scratch injury (Fig. S1B). The rapid development in recent years of
several UT antagonists has led to the synthesis of urantide [Pen5, DTrp7, Orn8]UIL.;; which
has been previously characterized as a potent UT antagonist in rat isolated aorta (39) and
palosuran, with one such high affinity towards human UT (31,40). Thus, the specific rat UT
antagonist urantide (10 M), and the specific primate UT antagonist palosuran (10 M) were
incubated in the lower and upper chambers of the transwell (Fig. 4C). In these conditions,
they did not modify basal SW1088 migration but totally counteracted glioma cell directional
migration induced by a UII gradient concentration (lower chamber), validating the implication
of the UT receptor in UII chemotaxic behavior.

Although UII primarily stimulates Gyg11, UT is also known to couple G; in native and
recombinant systems (30). In various cell types, chemotaxis mediated by GPCRs and tyrosine
kinase receptors (RTKSs) is dependent on the Rho kinase and/or the PI3K pathways and may
also involve Gjy/13 proteins.

Thus, we examined whether inhibition (pre-incubation 6h) of Gj, with PTX (0.2 pg/ml),
Rho/ROCK by Y27632 (10”) and PI3K by LY294002 (107 may affect constitutive glioma
cell migration and interfere with the effect of UIl. As shown in Figure 4D, inhibition of Gj,

and PI3K only reduced SW1088 migration by 24.6% and 38.2%, respectively whereas
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Rho/ROCK blockade totally abolished cell migration (Fig. 4D). Thus, we confirmed that the
treatment of HEK expressing UT allowed a UII concentration-dependent decrease of BRET
signals between G, -Rluc and Gy -eYFP, yielding an ECsy value of 2.57x10° M (Fig. 4E,
left). Since PTX treatment had little effect on Ull-induced cell migration of SW1088, it raised
the possibility that G proteins in addition to, or other than G, may participate in the
biological responses mediated by UT. Indeed, G2 and G13 and the Goq family of G protein a
subunits can activate RhoA (41). We focused on Ga;; and used BRET to determine whether
UT can interact directly with this G protein a subunit (Fig. 4E, right). Indeed, BRET signal of
the interaction between Gy 3-Rlucll and UT-eGFP2 showed UT-Gg;3 interaction. UII (10'“—
107 M) significantly decreased UT-G,;3 BRET, indicating that receptor activation results in a
conformational reorganization of the receptor-G protein complex [Fig. 4E, (33)] at least in
recombinant cells.

To better understand how a UT/G protein coupling may be involved in cell migration, we
concomitantly mutated the residues to alanine (E1473 '49A, R148* A and Y1497 1A) indexed
according to the Ballesteros nomenclature (42). To evaluate the expression of the mutant
UTgryaaa) >, HEK cells were transiently transfected with cDNAs encoding pCMV“™",
UT“™° or the UTgryana) » and cell lysates were analyzed by Western blot. A doublet of
immunoreactive band was detected at 40 and 56 kDa for both the wild type and mutant
receptor (Fig. S2A). ELISA analysis confirmed that the UTgryaaa) . mutant was expressed
at similar levels to that of wild type at the plasma membrane (Fig. S2B) but that it failed to
stimulate a [Ca**]. response (Fig. S2C). As shown in Figure 4F, UII (10® M) caused a
significant stimulation of HEK cell migration when expressing wild type UT, but had no
impact of those expressing the mutant UTgryaaa) - (Fig. 4F). Finally, we showed that
down-regulation of Gg3 through a specific siRNA, totally abolished the Ull-induced

directional migration of SW1088 (Fig. 4G).

- 163 -



As Rho/ROCK pathway constitutes a well-known downstream effector of Ggi3, we next
investigated whether among the Rho family GTPases, Rho was activated by UIIl in SW1088.
Incubation of the peptide (10" M) during 30 min stimulated a rapid increase in the fraction of
Rho in the active guanosine triphosphate (GTP)-bound state suggesting that in glioma cells,
the Rho pathway is one of the preferred UT-associated signaling pathway at the expense of
the ERK1/2/AKT proliferative/survival pathways. Together these observation demonstrate for
the first time that UII behaves as a chemokine initiating directional cell migration through
UT/G3/Rho/ROCK signaling cascade, and partially involving a Gj,/PI3K component. This
mechanism may rely on brain parenchyma invasion during glioma development, when cells

migrated and adhered within specific niches.

Homogenous concentration of UII regulates motility and adhesion through a Gy, protein
In order to understand whether UII exerts a kinetic influence on the rate of glioma movement
and controls cell adhesion, we next measured cell motility in wells coated with fibronectin as
used in the migration assay in the presence of an homogenous concentration of UIl. Time-
lapse phase contrast movies made to track the movement of individual SW1088 cell moving
with no interaction with neighboring cells, showed that the mean covered distance was
significantly higher and not directional in low homogenous concentration (UIL 10" M, 12h,
P<0.01, Fig. 5A). In contrast, this total distance was reduced in increased homogenous
concentration (UII 10°® M, 12h, P<0.05) with a loss of displacement efficiency and a path less
straight than in untreated condition (Fig. 5A). The capacity of UII to diminish cell motility in
the presence of a homogenous concentration rather than a directional gradient, led us to verify
how disruption of the UII gradient affects directional cell migration. Then, addition of UII
(10 M) to the bottom compartment of the migration chamber, produced a significant increase
of the number of SW1088 cells migrated across the membrane relative to control (P<0.01,

Fig. 5B). In contrast, when UII was added to the top (homogenous concentration) or to both
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top and bottom compartments, migration was not significantly different from control (Fig.
5B), suggesting a reduction of cell motility and promotion of adhesion processes.

Since migration requires the formation of transient adhesive contacts with the extracellular
matrix, we next investigated adhesion of HEK-UT®"™ and SW1088 loaded with Cell Tracker
Green™, on fibronectin after 30 min treatment. Homogenous concentration of UII 10 M
(HEK-UT, 159.5%, P<0.05; SW1088, 119.7%, P<0.05) and 10® M (HEK-UT, 134.2%,
P<0.05; SW1088, 116.5%, P<0.01; Fig. 5C) significantly increased cell adhesion. As an

c-myc

additional independent confirmation of adhesion, HEK-UT motility was also analyzed
using a spheroid radial migration assay. Cells grew as spheroids on adherent surface
(fibronectin) in cloning ring and adhered during 24h. Then, rings were removed and cells
were allowed to migrate during 48h. In the presence of an homogenous concentration of UII
(107'%-10° M), cells migrated distances two-fold less than parental cells away from the initial

spheroids in a radial pattern (Fig. S4A). The migration of cells from HEK-UT*™

spheroids
was more compact and less efficient as observed on the gallery (Fig. S4B) and video (Video
S1), displaying reduced distances from origin (Fig. S4B). These data indicate that
homogenous concentration of UII inhibited motility by reinforcing cell-matrix adhesion, and
cell-cell contacts.

In order to verify the specific role of UT in the Ull-evoked adhesion properties, SW1088
were pre-incubated 30 min before the adhesion test with the rat UT antagonist urantide (107
M), and the primate UT antagonist palosuran (10° M). Neither antagonist altered basal
SW1088 adhesive properties whereas they totally inhibited the effect of UII (10® M) on
glioma cell adhesion (Fig. 5D). To address the role of Gj,, SW1088 cells were then assayed
for their adhesive response to UII (10'8 M) in the presence of the Gj,, blocker PTX, the Rho
and the PI3K inhibitors Y27632 and LY294002, respectively (Fig. SE). The Rho inhibitor

showed no significant impairment of adhesion to UIl whereas G/, blocker PTX completely

abolished and the PI3K inhibitor partially reduced of 45.2% the Ull-mediated cell adhesion
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(Fig. 5E). Furthermore, HEK expressing the mutant UTgryaaa) - did not exhibit adherent
properties when activated by UII (Fig. 5F). Thus, these data are consistent with a requirement
of a main UT-G;j, protein coupling to recruit signaling components involved in glioma cell

adhesion in the presence of homogenous concentrations of UIIL.

Homogenous concentration of UII regulates actin cytoskeleton and focal adhesion in
glioma

The appearance of actin stress fibers is a hallmark feature attributed to the activation of
small GTPase Rho A-C (43) and ROCK1/2 (44) through a PI3K signaling cascade (45).
During cell migration, transient adhesive contacts occur at the leading edge of lamellipodia
where integrins recruit proteins such as vinculin to form immature adhesive contacts called
focal complexes and the transition to FA is marked by consolidation of the contacts and an
increase in size (46). Thus, to evaluate the consequence of homogenous exposure of native
SW1088 and/or SW1088 transfected with cDNAs encoding UT*®** to UII at low and high
concentrations, we initially measured actin cytoskeleton organization. Microscopic evaluation
of F-actin staining (rhodamine phalloidin) revealed that non treated cells displayed
disorganized cortical F-actin stress fibers whereas UT labeling showed mainly dotted
cytoplasmic staining with rare colocalization with phalloidin (Fig. 6A). Low UII
concentration (10" M, 1h) did not drastically modify the F-actin phenotype whereas higher
UII concentrations (10™'% and 10® M, 1h) produced a switch to structured actin composed of
stress fibers traversing the cell, and yielding very intense phalloidin labeling in normal and
UT™" overexpressing cells (Fig. 6A, B). Indeed, a significant positive correlation between
phalloidin-rhodamine and UT*“*" intensities was obtained after 1h incubation with UII 10
M (r=0.35, P<0.0001) and 10° M (r=0.68, P<0.0001) (Fig 6C). In addition, enhanced

eGFP

numbers of lamellipodia per cells were found and UT exhibited a plasma membrane

localization, at sites of lamellipodia (Fig. S3).
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It was previously proposed that Rho-stimulated formation of actin stress fibers is
accompanied by a concomitant assembly of FA (43). Thus, to further questioned whether UII-
induced actin polymerization is accompanied by changes in the organization of FA
components, we determined the subcellular distribution and phenotype of the vinculin
staining, a FA marker (Fig. 7A). Thus, the size of FA was markedly and significantly
enlarged in SW1088 exposed during 1h with UII 10® M (1.507 um?* + 0.04 in control versus
1.781 + 0.02 um® in UII, P<0.001; Fig. 7D). In SW1088 native and SW1088-UT*“"®
recombinant cells, we did not observe discernible differences in overall number of FA
following UII after only 10 min treatment. However, UII was able to significantly stimulate
the number of focal adhesion points/cell area after 1h exposure in SW1088 (10 M, P<0.05)
and after 10 min in SW1088-overexpressing UT (10" M, 172 %, P<0.01; 10® M 193 %,
P<0.001) and 1h (10" M, 201 %, P<0.01; 10® M, 213 %, P<0.001) treatments (Fig. 7B). A
positive correlation was observed between the number of FA and the level of UTCr
expression (Fig. 7C) when glioma cells were incubated during 1h with UII (107", r=0.52,
P<0.001; 10 M, r=0.69, P<0.0001). At higher magnification, it is observed that UT was not
colocalized with vinculin but located at the distal tip of FA at the membrane of
lamellipodia/filopodia-like structures (Fig. 7D). Then, the high homogenous concentration of
UII initiating maturation of FA, would correlate with the restrained HEK-UT and glioma cell
motility observed in the presence of the same concentrations of UIL

Together, the present data demonstrate that UIl and UT highly expressed in glioma, behave
as a chemokine system, initiating chemotaxic migration in the presence of agonist gradient
concentrations or strong adhesion in homogenous ligand concentration. These mechanisms
involve a UT signaling switch from high affinity G;3/Rho/ROCK and Gy,/PI3K pathways, to

exclusive Gj,-mediating cascades leading to cell adhesion maturation.
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Discussion

In the CNS, UIl mRNA is particularly abundant in motoneurons of the medulla oblongata
and spinal cord (15,47) while UT mRNA is widely expressed in various area including the
olfactory system, hippocampus, amygdala, hypothalamus or cerebellum (16). Studies have
demonstrated that UT expression may be mainly restricted in astroglial cells in vivo (28) and
in Rat (29-31,48) and Human cultured astrocytes (31). In the present study, we demonstrated
that UIl and UT are expressed in several human astrocytoma and glioblastoma cell lines as
well as in tumoral glioblastoma explants and glioblastoma tissue sections. The expression of
the urotensinergic system has been previously suggested in various cancer cell lines such as
pheochromocytoma (49), lung adenocarcinoma (24,25), or rthabdomyosarcoma (50,51), as
well as glioma (26) but only sparse studied investigated functioning mechanisms. Here, UT
appeared mainly localized in the cytosolic compartment but also in cell nuclei of the
astrocytoma SW1088 and glioblastoma U87, as previously suggested (31,52). In patient
glioblastoma biopsies, UT is expressed in cell cytoplasm and also at the plasma membrane in
various tumor areas including the endothelial compartment, and UIl appeared expressed in
different or same UT-expressing tumor cells, suggesting autocrine/paracrine loop regulation
in glioblastoma.

Until now, the urotensinergic system is widely described in the cardiovascular system and
has been reported to exhibit neo-angiogenic properties towards brain microvessels (53) and
HUVEC cells (54-56). Such a distribution in both glioma and endothelial cell compartment
was previously described for other vasoactive peptide receptors including endothelin-1
(57,58), angiotensin II or adrenomedullin receptors (59), leading to propose that vasoactive
peptides in general, and UII in particular show a gliovascular profile critical in glioblastoma
development. Interestingly, a similar distribution has also been reported for the professional
chemotaxic receptor CXCR4 in pseudopalisading glioma cells around areas of necrosis as

well as in angiogenic tumor vessels (60). Since we observed that UlI is widely found in cells
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surrounding neovascularized specific area as well as around necrotic compartments, the
secreted neuropeptide may act as an autocrine or paracrine chemokine towards astrotumoral
and endothelial cells expressing UT.

To investigate the different signaling cascades associated to the activation of the
urotensinergic system, and tested how some of them may control glial tumor brain
development, the effects of UIl were investigated in astrocytoma SW1088 and glioblastoma
U87 as well as in HEK expressing the human recombinant UT. We first demonstrated that UII
did not alter proliferation rate and cell cycle of glioma cells. These observations in tumor cells
are in agreement with previous data obtained in prostate cancer cell lines showing no effect of
UII or the peptide UT antagonist urantide (23), but differ from the effects of other vasoactive
peptides such as adrenomedullin stimulating G1/S transit (61) and glioma cell proliferation in
vitro (62) or endothelin-1 stimulating cell proliferation through activation of MAPK-, PKC-,
and PI3K pathways in U373MG cells (63). Even if UII has been shown to induce stimulation
of human adrenocortical and renal carcinoma cell number (27), or rat cortical astrocyte
counting (30), these last effects could be attributed to survival rather than mitogenic activity.
To clarify this question, we thus evaluated the effect of UII on the ERK1/2 component of the
Ras-Raf prosurvival/proliferation pathway, and on the AKT component of the PI3K-survival
pathway, with the same time course as in other cell lines (64). Preceding reports clearly show
that UII activates phosphorylation of ERK1/2 and/or AKT in several cell types (65) and we
also confirm here that activation of UT expressed in HEKresults in ERK recruitment.
However, as already described in a cancer prostate cell line (23), UII failed to activate ERK
and AKT transduction cascades in glioma. Then, in regards to the previously described
protective role of SDF-1 against apoptosis (66), without affecting proliferation concomitantly
to chemoattraction of glioma cells, it is thus considered that UIl may present chemokine

properties rather than vasoactive peptide properties in glioma cells.
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In order to assess whether UT indeed maintains its ability to evoke Ca® events, a coupling
previously reported as required element (67,68) in the Ull-induced proliferation of rat (69) or
human (56) smooth muscle cells, Ca’* transients were recorded in glioma. Our study shows
that UII failed to evoke [Ca**]. increase in glioma explants and in native or UT-transfected
glioma cell lines, strongly indicating that UT exhibits a specific preferred signaling cascade
independent of the Ca”*/IP; pathway. This data drastically differs from UT coupling observed
in HEK-UT (17,38,70) as well as other cell types endogenously expressing UT including
astrocytes (29,30). Similarly, the CXCR4 coupling to calcium described in non tumoral cells
(71), could not be detected in human hepatoma (72). The reason underlying the loss of
calcium coupling in cancer cells is unclear at present, but it seems that UT, the unique
characterized receptor for UIIl (and URP) until now, exhibit a propensity to loose mitogenic
and Ca®* signaling G protein-dependent couplings, and thus may behave more likely as a
professional chemokine system.

According to this hypothesis, chemoattractant effects of UII on rat fibroblasts (21,73), rat
endothelial progenitor cells (22,74) and human monocytes (14) may suggest a potential
chemotaxic behavior of the urotensinergeic system in glioma. We show that a gradient of low
concentrations (10"°-10® M) of UII stimulated the chemotaxic migration of HEK-UT cells
and glioma, and that UT antagonists urantide and palosuran completely blocked this
mechanism. Accordingly, it has been recently found in prostate cancer LnCap cells that sh-
RNA-mediating UT knock-down or urantide by its own, are able to inhibit chemotaxic
migration and motility/invasion (23), indicating ‘“constitutive” activation of UT in this
particular cancer cells. This in vitro autocrine/paracrine mechanism has not been detected in
glioma cells, thus suggesting that UT remains in an activated conformation at steady state.

Previous studies established that UT exhibit classical couplings to Gy and Giy, proteins
(29,30,37,75). In order to investigate the UT-associated signaling pathways involved in

chemotaxic migration, we tested the effects of the UTgrynaa) mutant with ERY motif
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mutation abolishing the coupling to the [Ca®*]. pathway, pharmacological inhibition of Giy,
proteins and down-regulation of human Gg;3 expression. Here, the complete loss of
chemotaxic effect of UIl when HEK cells express the UTgryaaa) mutant exhibiting the non-
conservative mutation of E3.49, R2.50 and Y3.51, indicate that UT evoked chemotaxic
migration in a G protein-dependent process. This is supported by the absence of Gq/Cal2+
coupling in our present study and the previous work of Proulx et al. showing a loss of Gq-
protein dependent UTArg3.50Ala signaling (76). In addition, we show here that UT may be
directly coupled to Gy 3 by BRET and that Ull-mediating SW1088 migration is completely
blocked by an anti-G,;3 siRNA and also by a Rho/ROCK kinase inhibitor. As previously
suggested in normal or tumorigenic cell types (14,21-23), we propose for the first time that
the obligatory ROCK signaling is mediated by a UT/G3 coupling to relay chemotaxic glioma
migration. Nevertheless, we confirmed the direct UT-G;j/, coupling in HEK, and demonstrated
that PTX and PI3K inhibition also decreased Ull-stimulating glioma cell migration by = 25
and 40 %, respectively suggesting that Gj,, protein and its PI3K effector could participate in
glioma migration. Together, in addition to the main G;3/Rho/ROCK route, the contribution of
Gijo and PI3K would here reside in the ability of the Gy,By protein complex to activate PI3K,
leading specifically to the recruitment of the PIP3/RhoGEF/Rac and/or Cdc42 downstream
effectors, independently of the PI3K/AKT-ERK pathway, as we detected no effect on p-AKT
or p-ERK1/2 from 2 to 30 min treatment of glioma with UIL In a good agreement, the double
coupling to both G3/ROCK and G;j/PI3K pathways has been already described for the
professional chemotaxic CXCR4 (77), LPA or SI1P receptors (78,79). Collectively, we
propose that a principal UT/G;3/RhoGEF/Rho/ROCK pathway and a secondary
UT/Ggyio/PI3K/RacGEF/Rac-Cdc42 cascade control the chemotaxic migration of glioma,
likely leading to a Rho/ROCK-dependent actomyosine contraction-deadhesion at the back
edge and to a PI3K/Rac-dependent actin polymerization-adhesion at the leading edge of cells

(Fig. 8A).
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Glioma cells are attracted to endothelial capillaries in vifro (80) and they can migrate in
close association with capillary wall supporting dissemination within the brain (81). Because
we demonstrate here that the peptide ligand UIl and UT are expressed in gliobastoma of
patient biopsies, and may be localized in the endothelial compartment of some arteries,
glioma invasion of brain parenchyma and neoangiogenesis would be promoted via gradient
exposure to UIL Then, higher and homogenous concentration of the peptide in close
proximity of blood vessels or within tumor parenchyma would also play a role in tissue
organization and adhesion. In our in vitro conditions, low homogenous concentration of UII
stimulates motility and enhances the distance covered by glioma cells whereas higher
concentration markedly reduced the cell motile behavior. Moreover, we have shown that
rupture of the gradient by application of the peptide at both sides of the chamber, totally
blocked migration/motility compared to UIl gradient condition, highlighting Ull-induced
chemotaxis rather than chemokinesis. A similar mechanism was previously described in
prostate cancer cells after CXCR4 activation by SDF-1 (82). To explain this absence of
migration, we provide evidence that HEK-UT and glioma exhibit important adhesion
following incubation in the presence of uniform UII concentrations. A similar propensity to
adhere on substratum has already been demonstrated for endothelial cells expressing UT
(23,74,83,84), and for CXCR4 in melanoma cells (85), thus suggesting that UIl as a
chemokine markedly favors adhesion. This Ull-mediated glioma adhesion is not mediated by
the UTgryaaa) mutant, is totally abolished by PTX and partially inhibited by the PI3K
inhibitor. Thus, as already demonstrated in human bone marrow for SDF-1 (86), this adhesion
process would partially involve the Gj,/PI3K cascade already described, in addition to a
specific Gj,-pathway only recruited in the presence of an homogenous concentration of
ligand. Among the potential UT-associated mechanisms leading to adhesion, it can be
suggested that UIIl recruits integrins in glioma. Accordingly, it has been shown that

chemokine receptors are able to activate integrins via the By complex of Gy, protein (87),

-172 -



relayed either by PI3K or PLC/RAPI (87). Yet, the coupling of UT to PLC has already been
demonstrated in the central nervous system in neurons (37) and astrocytes (29,30) suggesting
that, in glioma, this coupling may be directed towards Ull-induced adhesion and not calcium
increase.

During processes of cell migration and adhesion, Rho GTPases play crucial role in
regulating the actin polymerization. In the present study, a homogenous concentration of UII
induced actin polymerization is accompanied by multiple lamellipodia formation around the
cell. In a good agreement, actin stress fiber formation mediated by the Rho/ROCK pathway
has been previously described in smooth muscle cells after UII treatment (69,88). In the same
way, the vasoactive peptide endothelin-1 and the chemotaxic LPA induce NIH3T3 stress
fibers formation via Gj, and Gj3 protein, respectively (89). We thus propose here that
homogenous activation of UT coupled to Gj/PI3K/Rac would favor protrusion formation
concomitantly to G;3/Rho/ROCK allowing actin stress fiber formation (Fig. 8B).

New protrusion formation and actin polymerization are known to promote integrin
engagement and formation of attachment structures (90) called focal complex and focal
adhesion requiring the aggregation of many adhesion proteins such as vinculin. In the present
study, homogenous UII treatment induced focal complex comprising vinculin, and the
maturation of theses adhesions was highlighted by the enlargement of the vinculin staining for
the higher UII concentrations after 1h treatment. It is considered that focal complex formation
is dependent on Rac (91) whereas maturation of FA requires Rho activation (43). Then, the
priming signaling pathway i.e., Gi,/PI3K/Rac would initiate adhesion, and that maturation of
FA would result from the classically described G;3/Rho/ROCK/MLCK cascade and integrin-
trigged activation of vinculin, bridging integrin receptors to the actin cytoskeleton (90).

Then the remaining question resides in how UT may be coupled to Gj, and Gy3, and
relayed spatially migration and adhesion. Recent reports suggest that CXCR4 and CCRS

apparently asymmetrically redistribute via an active mechanism to the leading lymphocyte
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edge (92,93) via partition within lipid rafts (94,95), concentrating the gradient sensing
machinery (including the receptor and Gj,) at the leading edge after SDF1-induced actin
cytosqueleton remodeling (96). Thus, we hypothetize that in glioma, a specific high affinity
UT at resting state, activated by low gradient UII concentrations would couple to Gy, and/or
G proteins (Fig.8A and B). In this early phase, UT may signal to favor “clustering” in lipid
raft containing Gy, protein at the leading edge whereas non lipid rafts receptor may kept Gi3
coupling and remain randomly distributed trough out the cell (Fig. 8B). During chemotaxis,
Gij;o coupled UT at the leading edge may promote protrusions through PI3K/PIP;/Rac and/or
Cdc42 (Fig. 8A) whereas Gjs-coupled receptors at the rearing stage of cells may recruit
Rho/ROCK/MLCK proteins and provoke contraction of actomyosine (Fig. 8A). In the
absence of chemotaxis, when cells are exposed to homogenous higher concentrations of UII,
lipid rafts may be randomly distributed and the UT/Gj/integrin pathway should force
adhesion (Fig. 8B).

In conclusion, we report that the vasoactive peptide UII and its receptor are expressed in
high grade glioma and play a major role in glioma cell physiology, promoting migration and
adhesion. The expression pattern and functional activity of this urotensin system highlight a
professional chemokine behavior, leveraging a single receptor endowed of signaling switch to
control migration and/or adhesion, two processes highly relevant in glioma invasion and neo-

angiogenesis.
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Legends to figures

Figure 1. UT expression in glioma cell lines and in glioblastoma explants from patient
biopsies. A, Upper, Flow cytometry analysis of the urotensin II receptor UT expression in
human astrocytoma grade III (SW1783 and SW1088) and glioblastoma grade IV (U87, SMG,
42MG and GL15) cell lines. Cells were stained with the anti-human UT in permeabilized
conditions and gray lines depict results from control staining with only secondary antibodies
in representative experiments. The UT labeling was illustrated in the table for each glioma
cell line as the percentage of increased fluorescence intensity compared to control (shift to the
right). Lower, Flow cytometry analysis of the urotensin II expression in human astrocytoma
grade III (SW1088) and glioblastoma grade IV (U87, 8MG and GL15) cell lines. Cells were
stained with the anti-human UII in permeabilized conditions and gray lines depict results from
control staining with only secondary antibodies in representative experiments. B, Western
blot analysis of UT expression in different glioma cell lines. The approximate molecular
weight of the protein is indicated on the left panel. Black arrow indicates a major band and
white arrows would suggest dimeric forms of UT. C, Immunocytochemistry of UT (green) in
two glioma cell lines. In SW1088, the UT labeling was revealed in both plasma membrane
and cytosolic compartments, as visible on digitally zoomed region corresponding to the white
box. Nuclei (blue) were counterstained with DAPIL. Scale bars, 50 um. D, Example of
immunoreactivity of UT in a fresh glioblastoma tumoral explant, showing strong green
labeling associated to a number of tumoral cells (a, z = 0 um), vascular components (b, z = 47
um) and invading cells emerging from the explants (c, z = 114 um). E, UIl and UT expression
in paraffin-embedded glioblastoma patient tissues. Left, Human UIl immunohistochemistry
revealed intense staining in tumor cells (black arrowhead) around areas of intense

hyperplastic neovascularization (V, black arrow). Right, UT immunohistochemistry showed
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marked staining in vascular cells (white arrow) as well as tumor cells also immunoreactive for

UII (white arrowhead). Left and Right represent adjacent sections. Scale Bars, 50 pm.

Figure 2. Urotensin II fails to modify proliferation rate, ERK1/2 and AKT
phosphorylation and cell cycle in glioma. A, SW1088, U87 and HEK-293 expressing UT
were incubated for 48h in the absence or the presence of UII (10 and 10 M) or FBS (1%)
and counted using a Coulter counter. UII did not modify cell growth whereas FBS exhibited
drastic stimulation of cell proliferation/survival. Data are mean * SEM from one
representative experiment in quadruplicate of 4 independent experiments. Man and Whitney
test, *, P<0.05; compared with the corresponding control (in the absence of treatment and
FBS). B, Determination of both total and phosporylated (activated) forms of ERK1/2 and
AKT on HEK-293 expressing UT (HEK-UT) in the absence (0) or the presence of UII (10'8
M) from 30 sec to 30 min. Here FBS was used as positive control. ELISA assay was
performed with specific antibodies directed against total and phosphoforms of ERK1/2 and
AKT, respectively as described in Materials and Methods. C, as described in B, determination
of both total and phosporylated (activated) forms of ERK1/2 and AKT on SW1088 in the
absence (0) or the presence of UII ( 10® M) from 30 sec to 30 min. ELISA and Western blot
assay were performed as described in Materials and Methods to ensure the absence of effect
of UIL D, Representative example of the effect UII (10”7 M) on SW1088 and U87 cell cycles
after 24h treatment. Cell cycle analysis following propidium iodide intercalation into the
cellular chromatin was performed by flow cytometry. Data are represented as relative
fluorescence intensity of G1, S and G2/M-phase population in a 2-dimensional cytometry

profile in control or after UII treatment. Percentage cells in each phase are indicated.

Figure 3. Glioma cells do not exhibit the classical UT-Ca** coupling. A, Concentration-

response curve for UII (10"12—10'7 M)-mediated [Ca®]. mobilization in HEK-293 transfected
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with ¢cDNA encoding c-myc (HEK) or UT*™* (HEK-UT). Ca”* response was recorded from
cells previously loaded with Fura2-AM and ATP (10 M) was used here as a positive control.
Right panel shows the quantification of the maximum Ca® response detected at 107 M (UII)
and 10* M (ATP) normalized to control (buffer injection). Bottom panel, concentration-
response curve for Ull-mediated IP1 production (normalized to the maximum effect of UII
(10'5 M). B, Concentration-response curve for UIIL (10'12—10'7 M)-mediated [Ca12+]C
mobilization in glioma SW1088 and U87 cells with cDNA encoding c-myc (pCMV) or UT™
™¥¢ (UT). Bottom panel, Quantification of the maximum effect of UII (10”7 M) and ATP (10™
M) on [CazJ']C mobilization in glioma cells. A, B, Data are mean = SEM from 3 experiments
in triplicates. Statistical significance was determined by a Kruskal-Wallis test followed by a
Dunn's Multiple Comparison Test. *, P<0.05; **, P<0.01; *** P<0.001 compared with
control. C, Left panel, pseudocolor images illustrating time-dependent increase in [Ca®*]. in a
representative experiment on a human glioblastoma explants (72h culture) following exposure
to UII ( 107 M). (a): glioma cells under resting conditions in a single visual field (bar
correlates pseudocolor with relative [Ca™"]. levels). (b): a subset of glioma cells non
responding upon addition of UII ( 10® M, 150 s). (c): ATP ( 10 M, 40 s)-inducing a rapid (c)
and reversible (d) [Ca”*]. increase in the same glioblastoma explant. Right panel, composite
of [Ca**]. mobilization responses in 16 individual cells from the microscopic field in c. All
cells failed to respond to UII and exhibited a marked Ca®" rise after addition of ATP. Scale

bar, 50 um.

Figure 4. Chemotaxic effect of UIl on HEK-UT and glioma migration. A, HEK-293
transiently transfected with cDNA encoding ¢-myc (HEK) or UT“™° (HEK-UT) were plated
in the top chamber of a fibronectin-coated polycarbonate transwell membranes (8 um pore
size) and UII (10'9 M) was added in the bottom well for 24h. Cell motility was evaluated by

counting cells in 10 random fields after eosin (0.2%)/hematoxylin (0.7%) counterstaining. B,
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SW1088 and U87 migrate in the absence or the presence of UlI (10'9 M, 24h) added in the
bottom well. A, B, histograms show the quantification of the migrating cells expressed as the
percentage as compared to untreated cells (control). Each bar corresponds to mean + SEM
obtained from 3 to 12 independent experiments in triplicates. Mann and Whitney test, ns, no
significant; *, P<0.05; **, P<0.01; ***, P<0.001. B, Bottom panel, SW1088 were exposed in
the Boyden chamber to increasing concentrations of UII (107°-107 M) for 24h and cells were
counted as described above. Bar graph represent mean = SEM obtained from 3 independent
experiments in triplicates. One way analysis of variance followed by a Bonferroni post-test, *,
P<0.05; **, P<0.01, ***<0.001. C, SW1088 were exposed in the Boyden chamber to the
antagonists palosuran and urantide, respectively (10° M each) added both in the upper and
bottom chambers in the absence or the presence of UII (10'9 M) in the bottom chamber. Bar
graph represent mean = SEM obtained from 3 independent experiments in triplicates. One
way analysis of variance followed by a Dunnett's Multiple Comparison Test, ***, P<0.001.
D, SW1088 were exposed in the Boyden chamber to the Gy, toxin inhibitor PTX (0.2 pg/ml),
the ROCK inhibitor Y27632 and the PI3K inhibitor LY294002, respectively (10> M each)
pre-incubated (6h) and added both in the upper and bottom chambers in the absence or the
presence of UII (10° M) in the bottom chamber. Bar graph represent mean + SEM obtained
from 3 independent experiments in triplicates. Mann and Whitney test, ns, no significant; *,
P<0.05; **, P<0.01. E, Assessment of BRET between Gy and Gg,i (left) or UT and Ggi3
(right) in HEK co-expressing ai-Rluc and By-eYFP (left) or UT-Rlucll and a13-eGFP2 in the
presence of increasing concentration of UII (10! to 10° M). F, HEK transiently transfected
with cDNA encoding c-myc (HEK), UT“™* (HEK-UT) or the UT mutated in the ERY site
(HEK-UTEry(aaa)) were plated in the top chamber and UII (10'9 M) was added in the bottom
well for 24h. Bar graph represent mean + SEM obtained from 1 representative experiment in
quadruplicates. Mann and Whitney test, ns, no significant; *, P<0.05. G, HEK-293 transiently

transfected with cDNA encoding UT“™° (HEK-UT), and cotransfected with a control siRNA
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(si-Ctrl) or a siRNA directed against the human Gg;3 (si-Gg;3), were plated in the top chamber
and UII (10° M) was added in the bottom well for 24h. Bar graph represent mean + SEM
obtained from 3 independent experiments in quadruplicates. Mann and Whitney test, ns, no
significant; **, P<0.05. H, Regulation of Rho small GTPase by UIIl in SW1088. SW1088
were treated in the absence (control, FBS"), the presence of UII (UII, 108 M; 10 min) or FBS
(FBS™). Western blot assay shows the expression of total Rho A, B and C obtained by
Western blot assay and activated Rho were isolated by affinity purification with the Rhotekin
Rho binding domain as described in Materials and Methods. Under-activated Rho (GDP),
Over-activated Rho (GTP-y-S). Bar graph represent ratio between the intensity of activated
Rho band and total Rho bands compared to the untreated cells. Two independent experiments

gave similar results.

Figure 5. Homogenous concentration of the urotensinergic system on glioma cell motility
and adhesion. A, Time-lapse assessment of Ull-induced SW1088 cell motility in 2D
fibronectin susbtrate. SW1088 were seeded on 2D plastic dishes coated with fibronectin (25
pg/ml) and their motility was imaged by video time-lapse microscopy. Images were obtained
using Metamorph software at 10 min intervals for 16h. The 16h movements of motile cells in
each group (Control, UIl 10" M and UIl 10® M) were tracked and analyzed with
Metamorph. Tracings generated by Metamorph of the continuous movement of these cells are
shown by color lines on images and aggregated trajectories of individual cells redrawn
illustrate distances. Cumulative length of each track displaced over cells present in more than
5 fields in a representative experiment in the absence (control) or presence of UII (10" and
10® M). Values represent tracking of 42 to 69 individual cells from different experiments.
Mann and Whitney test, *, P<0.05; **, P<0.01. B, SW1088 were exposed in the Boyden
chamber in the absence or the presence of UIl (10° M) in the bottom chamber, the upper

chamber or both and cells were counted 24h after treatment. Bar graph represent mean + SEM
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obtained from 3 independent experiments in quadruplicates. Statistical significance was
determined by a Kruskal-Wallis test followed by a Dunn's Multiple Comparison test, ns, non
significant, **, P<0.01 compared with control. C, Left, Adhesion assay on fibronectin of
HEK-293 transfected with the cDNA enconding peYFP (HEK) or uTY*® (HEK-UT) in the
absence (control) or the presence of UII (10'10 and 10 M). Cell were preincubated for 30 min
with treatment, allowed to adhere during 30 min and the relative number of adhered cells was
estimated by fluorescence reading. Bar graph represent mean £ SEM obtained from 1
representative experiment from 5 independent experiments in quadruplicates. Mann and
Whitney test, ns, non significant, *, P<0.05. Right, Adhesion assay on fibronectin of SW1088
(loaded with cell tracker green) in the absence (control) or the presence of UII (10'10 and 10
M). Cells were preincubated for 30 min with treatment, allowed to adhere during 30 min and
the relative number of adhered cells was estimated by fluorescence reading. Bar graph
represent mean £ SEM obtained from 1 representative experiment from 5 independent
experiments in quintuplets. Mann and Whitney test, *, P<0.05, **, P<0.01. D, Adhesion assay
of SW1088 preincubated (30 min) with palosuran or urantide (10'5 M, each) in the absence or
the presence of UII (10 M). Bar graph represent mean + SEM obtained from 3 experiments
in quintuplets. Kruskal-Wallis test followed by a Dunn's Multiple Comparison Test. **,
P<0.01. E, Adhesion assay of SW1088 preincubated (6h) with PTX (0.2 pg/ul), Y27632 (107
M) or LY294002 (10'5 M) and exposed to UII (10"8 M). Bar graph represent mean £ SEM
obtained from 2 independent experiments in quintuplets. Mann and Whitney test, ns, non
significant; **, P<0.01, *** P<0.001. F, Adhesion assay on fibronectin of HEK-293
transfected with the c¢cDNA enconding pCMV-c-myc (HEK), UT“™° (HEK-UT) or

c-myc

UTgry(ana) (HEK-UTgry(aaa)) (loaded with cell tracker green) in the absence (control) or
the presence of UIIL (10 M). Cells were preincubated for 30 min with treatment, allowed to
adhere during 30 min and the relative number of adhered cells was estimated by fluorescence

reading. Bar graph represent mean = SEM obtained from 1 representative experiment from 3
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independent experiments in quintuplets. Mann and Whitney test, ns, non significant, **,

P<0.01.

Figure 6. Effect of homogenous UII concentrations on subcellular (co)localization of UT
and actin polymerization. SW1088 were non-transfected (SW1088) or transfected with
cDNAs encoding UTeCFF (SW1088—UTCGFP) and incubated in the absence (control) or the
presence of UII (10'“, 10" and 10 M) for 10 min or 1h. A, Immunofluorescence analysis of
SW1088 UT*** (green) labeled with a rhodamin phalloidin staining (red) after 1h of UII
treatment. Overlay images indicate colocalization of UT and phalloidin, including in
subcellular compartments (yellow). Scale bars indicates 50 um. B, Quantification of
phalloidin intensities per cell area after incubation (10 min or lh) of native SW1088 or
recombinant SW1088-UT**. Mann and Whitney test, *, P<0.05, **, P<0.01; *** P<0.001.
C, Plot of the correlation (r) of phalloidin labeling intensities per cell area as function of
U intensity per cell area, in the different treatment conditions described in A. Significant

positive correlations were detected after treatment with UII (10" and 10 M).

Figure 7. Effect of homogenous UII concentrations on subcellular (co)localization of UT
and vinculin staining. SW1088 were non-transfected (SW1088) or transfected with cDNAs
encoding UTe (SW1088—UTCGFP) and incubated in the absence (control) or the presence of
Ull (10'“, 10 and 10 M) for 10 min or 1h. A, Immunofluorescence analysis of SW1088
U (green) labeled with an antibody directed against vinculin (red) after 1h of UII
treatment. Overlay images indicate colocalization of UT and vinculin, including in subcellular
compartments (yellow). Scale bars indicates 50 um. B, Quantification of vinculin intensities
per cell area after incubation (10 min or lh) of native SW1088 or recombinant SW1088
UT*“** Mann and Whitney test, ns, non significant, *, P<0.05, **, P<0.01, *** P<0.001. C,

Plot of the correlation (r) of vinculin labeling intensities per cell area as function of UTec*
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intensity per cell area, in the different treatment conditions described in A. Significant
positive correlations were detected after treatment with UIIL (10" and 10® M). D,

Immunofluorescence analysis of SW1088-UT“F*

(green) labeled with an antibody directed
against vinculin (red) after 10 min of UII treatment. Overlay images indicate no subcellular
colocalization of UT and vinculin, and UT distribution at the plasma membrane in control and
un ot m conditions, and in filopodia after UII (10'10 and 10° M treatment). In red, vinculin

enlarged stained FA are distributed adjacent to UT*%""

present in filopodia. Scale bars, 25 pm.
Lower, quantification of FA area in the absence or the presence of UIIL 10", 10" and 10®* M

(10 min or 1h) of recombinant SW1088 UT*“*® Mann and Whitney test, ns, non significant,

**, P<0.01.

Figure 8. General proposed schema illustrating the chemotaxic behavior of the urotensinergic
system on glioma migration and the impact of higher homogenous concentration of UII on
glioma adhesion. In astroglial tumoral cells, a specific high affinity UT at resting state,
activated by low gradient concentrations would couple to Gj,, engaged in lipid raft and/or Gi3
proteins more motile (A). During this early phase, UT may signal to favor “clustering” in
lipid raft containing G;j,, protein at the leading edge whereas non lipid rafts receptor may kept
G3 coupling and remain randomly distributed trough out the cell (B). During chemotaxis, Gj
coupled UT at the leading edge may promote protrusions through PI3K/PIPi;/Rac and/or
Cdc42 (A and B) whereas Gjs-coupled receptors at the rearing stage of cells may recruit
Rho/ROCK/MLCK proteins and provoke contraction of actomyosine (A and B). In the
absence of chemotaxis, when cells are exposed to homogenous higher concentrations of UII,
lipid rafts are likely randomly distributed and the UT/Gj/integrin pathway may force

adhesion in lamellipodia (A and B).
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Supplementary legends to Figures

Figure S1. Chemotaxic effect of UII on U87 cell migration. A, U87 glioblastoma cells were
plated in the top chamber of fibronectin-coated polycarbonate transwell membranes (8 um
pore size) and increasing concentrations of UII (10" to 10”7 M) were added in the bottom
well for 24h. Cell motility was evaluated by counting cells in 10 random fields after eosin
(0.2%)/hematoxylin (0.7%) counterstaining and data are expressed as the percentage as
compared to non treated cells (control). A gradient of UII at 10° and 10® M stimulated U87
directional migration. Data correspond to the mean of a representative experiment from 2
independent ones in triplicates. B, Wound healing assay showing in vitro directional
migration of U87 after a scratch of a confluent cell layer in the absence (FBS") or the presence
of FBS (FBS*) and UII (10™'° and 10® M). Photographs were taken at TOh and T16h after
scratch injury and showed that UII (10™'° and 10® M) enhanced the covered surface compared

to control (FBS").

Figure S2. Control experiments on UTgryaaa) mutant expressed in HEK and on Gg;3
expression in SW1088. A, Western blot analysis showing expression of UT“™* (HEK-UT)
and the UTgryaaa)  mutant (HEK- UTgryaaa)) revealed with an anti-c-myc after 48h
transient transfection. Two major bands were detected for UT and UTgryanaa) at ~40 and 46
KDa compared to HEK-pCMV“ ™. B, Expression of UT"™° and UTgry@aaa) —  mutant
expressed as receptors in whole cells (permeabilized) or only at the cell plasma membrane
(non-permeabilized) using anti-c-myc antibody and revealed by ELISA assay. The
UTgryaaa) mutant was significantly expressed at the plasma membrane and showed similar
expression than UT. C, HEK-293 were transiently transfected with cDNA encoded pCMV®
W UT™C or UTgryaaa) ¢ and incubated with the Ca>" fluorescent probe Fluo 3.

Application of UII (10”7 M)-induced a maximum amplitude of [Ca**]c transients expressed as
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percentages of the corresponding control values in the absence of UII. Data are mean =+ SEM
from a representative experiment in triplicate. D, Western blot analysis showing expression of
Ggi3 after 48h transfection of SW1088 with control siRNA (Si-Ctrl) or siRNA directed
against human Gg,3. The detection of a major band around 43 kDa was reduced after the Si-

Gq13 Whereas expression of actin remained unaltered.

Figure S3. Inhibition of HEK-UT cell motility in the cloning ring assay. A, spheroids of
HEK-293 transfected with cDNA encoding UT were formed in cloning ring during 24h in
fibronectin, and then were incubated in the absence (control) or the presence of UII (10'13 to
107 M) during 48h. Top panel indicates a representative phase contrast photography of
spheroid morphology at TO (small dotted white line) and T48h (large dotted white line). The
bottom panel represents the quantification of spheroid outgrown corresponding to the
spheroid surface area measured at 48h normalized to its area at TO. UII tested from 10™'* to
10 M drastically blocked cell expansion. B, Top panel, Photographs of spheroids of HEK-

293 expression UT®™

(green cells) acquired from time lapse microscopy over a 14h-imaging
period. Bottom panel, Motility of border cells expressing non expressing (UT") or expressing
(UT") UT, in the absence (control) or the presence of UII (10'8 M) during 14h. It can be

noticed that UT-positive cells covered less distance even in the absence of UII than UT

negative cells.

Figure S4. Effect of homogenous UII concentrations on subcellularlocalization of UT
and lamellipodia formation. SW1088 were transfected with cDNAs encoding UT*“"
(SW1088—UTeGFP) and incubated in the absence (control) or the presence of UII ( 10"“) for 10

min and ( 10® M) for 1h. Immunofluorescence analysis of SW1088 UTCFP

(green) indicating
subcellular localization of UT. Arrows indicate the formation of lamellipodia. Scale bars, 50

pm.
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Partie 2.
Recherche des partenaires protéiques de I’UT:

Etude de Pinteraction fonctionnelle entre I’UT et la filamine A

Nos données ont permis de mettre en évidence le potentiel changement et/ou adaptation de
couplage de I’'UT en réponse a un gradient chimiotactique d’UIl ou a une concentration
homogene de ligand. Nos données préliminaires suggerent que le domaine C-terminal de I’'UT
joue un rdle majeur dans les mécanismes de migration de la lignée HEK293 exprimant ’'UT
humain recombinant. Ainsi, dans la suite de 1’étude 1, nous avons abordé les questions
suivantes :
¢ Quels sont les partenaires protéiques capables de s’associer physiquement avec le
fragment cytosolique C-terminal de I’UT humain?
¢ Quels sont les domaines de la filamine A, une des protéines identifiées, qui participent
a I’interaction réciproque avec I’'UT ?
¢ La filamine A peut-elle jouer un role sur la dimérisation de 1’UT, sa localisation
subcellulaire et/ou son internalisation/recyclage a la membrane plasmique ?
¢ La filamine A est-elle co-exprimée avec I’'UT dans les gliomes, et participe-t-elle aux
changements de couplage du récepteur conduisant aux effets chimiokines du peptide

uUlL ?

Cellules M2 Cellules A7
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1. Introduction

Les données de la littérature présentées dans I’introduction générale de cette these,
indiquent que I’activation du récepteur UT entraine classiquement une augmentation de la
concentration cytosolique de calcium ([Ca**].) consécutive au recrutement d’une protéine Gq
et a 'activation de la PLC (Douglas er al., 2004a), mais le couplage de I’'UT avec une
protéine G de type i/o a aussi été décrit sur des cellules exprimant I’UT humain recombinant
(Ziltener et al., 2002; Song et al., 2006b; Jarry et al., 2010), sur des astrocytes corticaux de
Rat en culture (Desrues et al, 2008; Jarry et al., 2010) et sur une lignée de
rhabdomyosarcome (Douglas et al., 2004b). Dans ce dernier exemple, les auteurs ont
démontré qu’en présence de PTX, le signal calcique était diminué de 40% suggérant un
couplage simultané de I’UT a la fois a la protéine Gq et Gyjo. De plus, il apparait, comme pour
de nombreux RCPGs, que la stimulation prolongée de 1I’UT recombinant conduit a
I’internalisation lente du récepteur et/ou au recrutement de B-arrestines (Giebing et al., 2005;
Proulx et al., 2005), et suggere que certaines voies de signalisation de I’UT impliquent son
domaine C-terminal et ne sont pas relayées par des protéines G (Proulx et al., 2005; Desrues

etal.,2012).

1.1. Transactivation UT-EGFR et prolifération, survie et/ou hypertrophie

Dans ce contexte, ’existence d’interactions fonctionnelles bidirectionnelles a été
clairement démontrée entre certains RCPGs et RTKs. Au niveau du SNC, ces mécanismes
participent a la prolifération, la différenciation, la croissance ou la survie cellulaires (Shah and
Catt, 2004). Ainsi, de nombreux effets mitogenes relayés par des RCPGs s’exerceraient via la
transactivation spécifique de I’EGFR et la phosphorylation intrinseque de ses résidus tyrosine
(Shah and Catt, 2004), et pourraient impliquer 1’activation de métalloprotéases membranaires
de la famille des ADAMs. Ces mécanismes sont possibles grace a des protéines

« chaperonnes » présentant dans leur structure des domaines de type SH3, qui peuvent

- 206 -



interagir avec des séquences consensus riches en prolines (motifs poly-prolines). De tels
motifs sont retrouvés dans le fragment C-terminal de certains RCPGs, dont le récepteur du
kisspeptine (Kiss1R) et notamment de I’UT humain, ainsi que dans les ADAMs.

Le systeme urotensinergique présente des effets mitogenes sur de nombreux types
cellulaires natifs ou recombinants et hypertrophiques sur des cardiomyocytes (voir Tableau
10, page 120). L’activation de ERK joue un réle central dans ces effets, a la fois sur des
lignées transfectées avec le cDNA codant I’'UT humain (Ziltener et al., 2002) ou sur des
cellules natives exprimant le récepteur, i.e. cellules épithéliales rénales de Porc (Matsushita et
al., 2003), ou cellules musculaires lisses de Rat (Zhang et al., 2012) (Voir Figure 21B). La
phosphorylation de ERK induite par I’UIl dans des cardiomyocytes requiert en partie la
phosphorylation de ’EGFR, responsable de I’induction d’une hypertrophie cellulaire (Onan et
al., 2004). La transactivation de I’EGFR par I’UT serait aussi relayée par I’activation d’une
ADAM et le clivage consécutif d’un précurseur de I’EGF, ’'HB-EGF, libérant ainsi le ligand
de ’EGFR (Onan et al., 2004; Sue et al., 2009). De plus, Proulx et coll. (2008) ont démontré
que I’UT est capable de transactiver ’EGFR et d’activer ERK dans la lignée COS-7
indépendamment du couplage aux protéines G (Proulx ef al., 2008b). Les données obtenues
dans les cellules HEK293 exprimant un UT recombinant, suggerent enfin que la
transactivation de I’EGFR fait intervenir les B-arrestines et favorise la survie cellulaire
(Esposito et al., 2011). Ainsi, certaines voies impliquant la B-arrestine et les RTKSs tels que

I’EGFR pourraient directement impliquer le domaine C-terminal de I'UT.

1.2. Implication du domaine C-terminal cytosolique de I’UT dans la signalisation

L’analyse structurelle (www.scansite.mit.edu/motifscan) du fragment cytosolique C-
terminal de 'UT (UTcerm) cloné chez les mammiferes (Figure 20) montre la présence de
séquences consensus de phosphorylation par des sérine/thréonine kinases (Chimpanzé,

Bonobo, Homme, Gibbon, Souris, Rat). En particulier, les résidus sérine associés en cluster

-207 -



(8350-353) et situés dans I’UT e de Rat (Proulx et al., 2005) sont relativement conservés et
joueraient un role clef dans les processus d’internalisation/désensibilisation du récepteur. En
revanche, deux motifs polyprolines de type I (K/RXXPXXP) et II (PXXPXR/K), connus pour
interagir avec des protéines a domaines SH3 sont exclusivement retrouvés dans I’'UTcerm
hominoide (Figure 20).

Ainsi, la présence de motifs polyprolines de type I et II dans I’UT¢er, humain nous a
conduit a émettre ’hypothese selon laquelle les effets mitogenes connus de I’UIl (survie),
et/ou les effets chimiokines que nous avons mis en évidence dans le présent travail, seraient
en partie dus a I'interaction de I’UTcm avec des partenaires intracellulaires a domaines SH3
capables de transactiver ’EGFR ou un autre RTK. De plus, I'activation de I’UT et le
recrutement de partenaires protéiques pourraient participer au développement et au controle
de la tumorigenese en activant aussi directement la migration cellulaire et la néoangiogenese.
L’objectif de cette deuxieme partie de résultats consiste a identifier, par la technique du
double-hybride, les partenaires protéiques cytoplasmiques de 1I’UTcerm humain par criblage
d’une banque d’ADNCc de cerveau humain adulte et a rechercher I’implication de I’un de ces
partenaires, la filamine A, dans les mécanismes de migration/invasion tumoraux relayés par

I’UIL

2. Matériel et méthodes

2.1. Produits chimiques

L’UII humaine (hUII; Glu-Thr-Pro-Asp-Cys-Phe-Trp-Lys-Tyr-Cys-Val) a été achetée chez
Polypeptide laboratories (Strasbourg, France). Les anticorps primaires dirigés contre I’UT
(M250), la filamine A, la phospho-filamine A, c-myc et les anticorps secondaires HRP-
conjugated anti-rabbit, HRP-conjugated anti-mouse, FITC-conjugated goat anti-rabbit et
FITC-conjugated goat anti-mouse proviennent de chez Santa-Cruz (Tebu Bio, Le Perray-en-

Yvelines, France). La poly-L-ornithine, la fibronectine, les cocktails d’inhibiteurs de
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proteases, le paraformaldéhyde (PFA), le normal donkey serum (NDS), le Mowiol, la
saponine ont été achetés chez Sigma-Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier, France). Les anticorps
secondaires Alexa 488-conjugated donkey anti-rabbit et Alexa 594-conjugated donkey anti-
mouse, le 4°,6’-diamidino-2-phenylindole (DAPI), la Lipofectamine™™ 2000 ont été obtenus
chez Invitrogen (Fisher Scientific, lllkirch, France). La R415 rhodamine phalloidin provient
de Molecular Probes (Fisher Scientific, Illkirch, France). La coelentérazine h a été achetée
chez Promega (Charbonnieres-les-bains, France). Le Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM), le milieu de Leibovitz L-15, les acides aminés non essentiels (NEAA), le sodium
pyruvate, la solution d’antibiotiques-antimycotique, le PBS ont été achetés chez Gibco (Fisher
Scientific, Illkirch, France). Le sérum de veau feetal (SVF) et le sérum de veau nouveau né
(SVN) sont commercialisés par Lonza (Bale, Suisse) et la Bovin Serum Albumin (BSA) a été
achetée chez Roche (Fisher Scientific, Illkirch, France). Le NP-40 provient de Calbiochem
(Fisher Scientific, Illkirch, France) et le Triton X-100 de VWR (Fontenay-sous-Bois, France).

La gluthatione sépharose a été achetée chez GE Healthcare (Velizy-Villacoublay, France).

2.2. Constructions plasmidiques

Pour le clonage de la partie C-terminale de I'UT (UTcgerm, aa319-aa389), la partie
correspondante de I’ADNc de I’'UT humain dans pcDNA3.1 (UMR cDNA Resource Center,
MI, USA) a été amplifiée (Platinum Pfx DNA polymerase, Fisher Scientific, Illkirch, France)
et les produits PCR ont été sous-clonés en utilisant les sites de restriction EcoRI et Sall de
pGBKT-7 ou les sites EcoRI et BamHI de pGEX-2T (Tableau 14). Les mutants tronqués de
I’UTcerm ont été générés en utilisant des oligonucléotides dessinés pour obtenir 1’UTs3;9.351,
1"UT319.370, 'UT332.389, 1'UT351 389 €t I'UT3s1.350. Les mutants UT-(PP"*?77A) et UT-(P***7%A)
ont été construits par mutagenese dirigée (QuickChange Site-directed mutagenesis II; Roche)
en utilisant I’'UTcerm inséré dans pGBKT-7 comme matrice et des oligonucléotides pour

introduire des Alanines a la place des Pr0374, Pr0377, Pro’®? et Pro’® (Tableau 14). Les
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produits PCR ont été sous-clonés avec les sites de restrictions EcoRI et Sall de pGBKT-7
apres digestion avec les mémes enzymes de restriction. La mutagenese a été confirmée par
séquencage automatique de nucléotides. Pour la fusion de 'UT avec eYFP et RLuc, I’ADNCc
de I’'UT humain dans pcDNA3.1 a été¢ amplifié par PCR et sous-cloné en utilisant les sites
EcoRI et BamHI de peYFP-N1, et les sites HindIII et Kpnl de RLuc (pCDNA3-RLuc; fourni
par le Dr L. Prézeau, IGF, Montpellier, France). Les mutants tronqués de I’UT dans peYFP-
N1 ont été générés en utilisant des oligonucléotides dessinés pour obtenir I'UT39, 1’UTs33,,
I’UT3ss; et I'UTsay.

Double-hybride

Construction appat
PGBKT7-UTcterm

5-GATCGAATTCACCAGGAACTACCGCGACCAC-3
5-AAGTCGACTCACGCCGGGGCCCTGGGA-3
5-GATCGTCGACTCAGAGGCTGTCAGTGGGCTGTGG-3’
5-GATCGTCGACTCAGAAGCGGGCGCGGGGCTGE-3

UTs519-389Eco-s
UTs519-389Sal-as
UT3ss1Sal-as
UT370Sal-as

Construction appats

tronqués UTss2Eco-s 5-GATCGAATTCGGCCCGGGCAGCGGGGGA-3’
pGBKT7-UTcterm UTss1Eco-s 5-GATCGAATTCTTCCAGCGCTGTTCGGGCCG-3’
UT370 Eco-s 5-GATCGAATTCCTCGTGCTGGCCCCAGCGG-3

UT-(P374377A)-s
UT-(P7+377A)-as
UT_(P382-385A)_S
UT-(P%235A)-as

5-AGCCTCGTGCTGGCCGCAGCGGCCGCGGCCCGACCTGCGC-3

5'-GCGCAGGTCGGGCCGCGGCCGCTGCGGCCAGCACGAGGCT-3
5-CCGGCCCCGACCTGCGGCCGAGGGTGCCAGGGCCCCGGCGT-3

5-ACGCCGGGGCCCTGGCACCCTCGGCCGCAGGTCGGGCCGG-3

Mutagenese dirigée
pGB KT7-UTcterm

GST-pull down

Construction appat
PGEX2T-UTcterm

BRET

5-GATCGGATCCACCAGGAACTACCGCGACCA-3’
5-GATCGAATTCTCACGCCGGGGCCCTGGGA-3’

UTs19-330Bam-s
UTs519-389Eco-as

UTRLucHind3-s
UTRLucKpnl-as
UTeYFPBamH1-as
UTEco-s
UTEco-s
UTswveYFPBam-as
UTss2BamYFP-as
UTssiBamYFP-as
UTsnoBamYFP-as

5-ACTGAAGCTTAATGGCGCTGACCCCCGAGTCCCCGAGC-¥
5-ACTGCGAGCTAACGCCGGGGCCCTGGGACCCTCGGG-3’
5-ACTGGGATCCAACGCCGGGGCCCTGGGACCCTCGGG-3
5-ATGCGAATTCGGATGGCGCTGACCCCCGAGT-3’
5-ATGCGAATTCGGATGGCGCTGACCCCCGAGT-3’

5- ACTGGGATCCTTGGTGAGCAGCGTGTAGAGGAA-3’
5-GATCGGATCCCGGCCCCGCACGCGGCCGeaEe-3
5-GATCGGATCCCGGAAGCGGGCGCGGGGCTGC-3

5-GATCGGATCCCGGAGGCTGTCAGTGGGCTGTGG-3

Construction UTRluc

Construction UTeYFP

Construction UTeYFP
tronqués

Construction
filamine AeYFP

FilaNhel-s
FilaHindIII-as

5-ACTGGCTAGCGATGAGTAGCTCCCACTCTCGGG-3'
5-ACTGAAGCTTGGGCACCACAACGCGGTAGG-3

Construction
Filamine Aie-24 ¢YFP

Fila1793Nhel-s
FilaHindIII-as

5-ACTGGCTAGCGATGAAGGGCGAGATCACAGGGGAG-3’
5-ACTGAAGCTTGGGCACCACAACGCGGTAGG-¥

Co-immunoprécipitation

Construction UTemye et

UTHA

UTEco-s
UTXho-as

5-ATGCGAATTCGGATGGCGCTGACCCCCGAGT-3
5-AAACTCGAGTCACGCCGGGGCCCTGGG-3

Tableau 14. Amorces sens (s) et anti-sens (as) utilisées pour réaliser les différents construits.

Pour la fusion de la filamine A avec eYFP, ’ADNc de la filamine A humaine dans

pcDNA3-c-myc (Addgene, Cambridge, USA) a été amplifié par PCR et sous-cloné en
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utilisant les sites Nhel et HindIIl de peYFP-N1. Le mutant tronqué de la filamine A a été
généré en utilisant des oligonucléotides dessinés pour obtenir les domaines 16 a 24 de la
filamine A. Enfin, pour I’étiquetage de I’'UT avec les épitopes HA (UT"™) ou c-myc (UT®
), ’ADNc de I’UT humain inséré dans pcDNA3.1 a été amplifié et les produits PCR ont
été sous-clonés en utilisant les sites de restriction EcoRI et Xhol de pCMV-c-myc et pCMV-

HA (Clontech, Saint-Germain-en-Laye, France).

2.3. Le double-hybride

Transformation des levures Etalement sur boites

TR
C

Croissance des levures Coloration bleu des

Vecteur Appat
pGBKT?

Vecteur Proie

pACT2 sur milieu sélectif levures sur milieu
dépourvud’Adeet  supplémenté en X-
d’His a-Gal

A A

Levure

ADE2E - HI

9p]
[68]

Figure 22. Représentation schématique du principe du double-hybride appliqué a la recherche
de partenaires protéiques de ’UT humain. Un vecteur appat codant I’'UT ¢, fusionné au domaine
de liaison a I’ADN (DLA) d’un facteur de transcription, et un vecteur proie codant une protéine de
banque fusionnée au domaine d’activation (DA) du méme facteur de transcription, sont introduits dans
une méme levure. L’interaction physique de 1’UTc¢,m avec une protéine de banque conduit a la
reconstitution d’un facteur de transcription fonctionnel permettant I’activation des génes rapporteurs
nutritionnels ADE2 et HIS3, et du gene rapporteur enzymatique Mell, codant I’a-galactosidase
capable de convertir le substrat chromogene X-o-Gal en produit bleuté.

Un criblage par double-hybride d’une banque d’ADNc de cerveau humain adulte (fournie
par le Dr J. M. Flaman, U614 Inserm) a été réalisé a 1’aide du kit Matchmaker GAL4 Two-
Hybrid System (Clontech, Saint-Germain-en-Laye, France) dans la souche de levure S.
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Cerevisiae AH109 contenant les genes rapporteurs ADE2, HIS3 et LacZ sous le contrdle de la

séquence d’activation du facteur de transcription Gal4 située en amont de ces genes (Figure

22).

1. Criblage delabanque d’ADNc 2. Extraction d’ADN plasmidique 3. Transformation des bactéries
de cerveau humain des clones sélectionnés

Vecteur Proie
pACT2

4. Préparation plasmidique et digestion

1 2 3 7 9 12 13 4

5. Séquengage

B EE mAS B E R BB W B AW BE B EE BRSNS SR RN BN B R W W EE R W s e

Boite de milieu sélectif

56_8 10 _11

!

6. Identification

= [Jeil160420903 resIM 001456.31 | " |* Homo sapiens filamin &, alpha (actin binding protein 280) (FLHA),
cramscript variame 1, nRNA
Lengrh=0533

GENE ID: 2316 FLHA | filamin A, alpha {actin binding protein 280}
[Homo sapiens] (Over 100 PubMed links)

Score = 535 bits (592), Expect = le-148
Identities = 533/669 (20%), Gaps = 34/663 (5%)
Strand=Plus/Flus

Query 516  CACCTTTGAGCCTGCAGAGTTTATCATTGATACCCGOGRTGCAGECTATEGTEGECTCRG 575
(RN RN RN RN NN RN RN RN RN RN RN RN NN RN R RN RN RN AT
Shjct 6408 CACCTTTCAGCCTGCAGAGTTTATCATTGATACCCECCATCCAGGCTATECTGGOCTCAG 6467

Query 5§76  CCIGTCCATTGAGGGCCCCAGCCAAGGTGGACATCARCACAGAGEACGTEGAGGACGEEL 635
(RN RN RN R RN R NN RN RN NN RN AR R RN NN
Shjce 6488 CCTGTCCATTGACGECCCCAG-CAAGCTGGACATCAACACAGAGEACCTECAGGACGEG- 6525

Query 6%6  ARCCTGCAGEGTCACCTACTECCCCAACAGAGGCCACGCAARATARCATAATICARACAT 63§
(AR RN R R R R RO RN R | (A RN}
Shjcr 6526 -ACCTGCAGEGTCACCTACTECCCC-ACRGA-GCCAGGC--RACTACATCAT--CAACA- 6577

Query €96  TCAAGTTIC 704
trreeren
Sbjct 6578 TCAAGITIG 6586

Figure 23. Identification des clones positifs issus du criblage de la banque d’ADNc de cerveau
humain adulte. 1. Un criblage de banque d’ADNc de cerveau humain adulte permet d’isoler sur
milieu sélectif 75 clones positifs d’une premiere génération. 2. L’ ADN plasmidique des clones positifs
est extrait. 3. L’ADN plasmidique est ensuite transformé dans la bactérie. L’utilisation d’un milieu
additionné en kanamycine permet uniquement la sélection de clones bactériens contenant le vecteur
proie pACT2 ayant un gene de résistance a la kanamycine. Pour chaque clone de levure positif, le plus
souvent, deux clones bactériens sont choisis. 4. Une préparation plasmidique de ces clones bactériens
est réalisée, puis une digestion est effectuée afin de vérifier la présence de I’insert. 5. L’ADN
plasmidique est ensuite séquencé a I’aide des amorces sens pACT2s et/ou anti-sens T7. 6. Les résultats
de séquencage permettent I’identification de la protéine partenaire a 1’aide du site nucleotide blast.
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Brievement, I’ADNc codant I’UT¢erm a été sous-cloné en phase avec le domaine de liaison
a I’ADN de Gal4 dans le vecteur pGBKT7. Ce dernier a été utilisé en tant qu’« appat » pour
cribler la banque d’ADNc de cerveau humain adulte construite dans le vecteur pACT2,
contenant le domaine d’activation de Gal4 en phase avec les ADNc « proies ». Les levures co-
transformées par ces vecteurs ont été étalées sur milieu synthétique minimum sélectif (déprivé
de leucine, de tryptophane, d’adénine et d’histidine) additionné en 3-amino-1,2,4-triazole (3-
AT). L’ADN plasmidique des colonies a ensuite €té extrait, retransformé dans des bactéries,
puis séquencé (Figure 23). Les séquences nucléotidiques des « proies » ont été identifiées a
I’aide du logiciel nucleotide blast (blastn, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cg) par
comparaison avec les banques de données nucléotidiques humaines (Figure 23). Les ADN
plasmidiques des clones positifs ont finalement été testés individuellement avec 1’appat
UTcterm Ou un appat irrelevant sur milieu sélectif ou supplémenté en X-a-Gal afin de vérifier

la spécificité de I’interaction.

2.4. Transfection

Afin d’étudier les interactions entre I’UT et la protéine partenaire filamine A, dans des
modeles de cellules eucaryotes, les transfections transitoires d’ADN plasmidiques ont été
réalisées avec de la Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen) ou du FuGene 6 (Promega) suivant les

instructions du fournisseur.

2.5. GST-pull down

Pour les expériences de GST-pull down (glutathione S transférase-pull down, Figure 24),
le fragment C-terminal de I'UT (UTcem), fusionné a la séquence codante GST du plasmide
pGEX-2T, a été exprimé et produit dans la bactérie Escherichia coli BL21(DE3)pLysS

(Lucigen) ou Rosetta-2 (Novagen).

-213 -



Vecteur GST Cellules exprimant
la ou les protéines
d’intérét

Transformation des

bactéries Extraction

M protéique

Extraction et

purification dela

protéine de fusion

Fixation de la protéine de fusion
sur les billes de sépharose

Ajout des extraits protéiques
cellulaires

Rétention des protéines
d’interaction

Protéine X

Elution des protéines

(Tampon Laemmli)

Western blot anti-protéine X

Figure 24. Représentation schématique du principe du GST-pull down appliqué a la recherche
de partenaires protéiques de I’UT humain. Un vecteur codant le fragment C-terminal de I’UT
(UT¢cerm) fusionné a la GST est transformé dans des bactéries a partir desquelles la protéine de fusion
GST-UTcem est produite et purifiée. Parallelement, des extraits protéiques cellulaires issus de lignées
sur-exprimant la protéine X sont préparés. Pour les expériences de pull down, la protéine GST-UT cery
est immobilisée sur des billes de glutathione sépharose, puis mélangée aux extraits cellulaires et le
mélange est incubé une nuit a 4°C sous rotation. Apres 4 lavages, les protéines interactantes sont
€luées dans du tampon Laemmli (Tris-HCI, glycerol, SDS, B-mercaptoethanol, Bleu de commassie) et
analysées par Western blot.

Les protéines GST ou GST-UTciem, préalablement purifiées, sont immobilisées sur

glutathione sépharose. Des extraits protéiques de cellules HEK293 surexprimant la protéine
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filamine A“™°¢, de cellules M2 ou de cellules A7 (M2: cellules de mélanome filamine A", A7:
cellules de mélanome filamine A", Collaboration F. Nakamura, Brigham and Women's
Hospital, Translational Medicine, Boston, USA) sont préparés dans du tampon de liaison (50
mM Tris, DTT 2 mM, NaF 50 mM, inhibiteur de protéase 1X). Pour les expériences de pull
down, les extraits protéiques (200 pg) sont incubés en présence de la protéine de fusion GST-
UTcterm ou de la protéine GST immobilisée sur glutathione sépharose (4°C, 1 nuit, sous
agitation). Apres 4 lavages avec du tampon de liaison, les protéines interactantes sont éluées

par ébullition dans du tampon Laemmli durant 5 min.

2.6. Bioluminescence resonance energy transfer (BRET)

Transfection des cellules Ensemencement Ajout du substrat et lecture
Vecteur donneur

de fluorescence

| ' =
_— _— —_—
Vecteur accepteur de !

fluorescence

Pas d’interaction Interaction
uT UT

Coelenterazine S Coelenterazine

%485 nm

Figure 25. Représentation schématique du principe du BRET appliqué a la recherche de
partenaires protéiques de I’UT humain. Un vecteur donneur de fluorescence codant I'UT fusionné a
la Rénilla luciférase (Rluc), et un vecteur accepteur de fluorescence codant une protéine X fusionnée
a I’eYFP, sont transfectés dans les cellules HEK293. Les cellules co-transfectées sont ensemencées
dans des microplaques de 96 puits et maintenues a 37°C, 5% CO,. Apres 48h, les cellules sont rincées,
le substrat coelentérazine h est ajouté et le signal BRET est lu par un lecteur de microplaque. En
absence d’interaction, I’énergie de luminescence émise par Rluc en présence de coelentérazine n’est
pas transférée a I’eYFP qui n’est donc pas excitée. Lors d’une interaction de I’UT avec la protéine X,
I’énergie de luminescence émise par Rluc apres catalyse du substrat coelenterazine (485 nm), est
transférée a I’e YFP qui émet alors une fluorescence a 535 nm.
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Pour les expériences de BRET (Figure 25), 48 h apres la transfection, les cellules sont
rincées avec du PBS et le substrat de la RLuc, la coelentérazine h (Promega), est ajouté a une
concentration finale de 5 uM dans un volume total de 50 uL/puits a 37°C. Le signal BRET est
ensuite enregistré a 1’aide du lecteur de plaque Victor V (Perkin Elmer, PRIMACEN) et
exprimé en unités milliBRET correspondant au ratio BRET (émission a 535nm/émission a

486 nm) comme décrit précédemment (Ayoub et al., 2002).

2.7. Culture cellulaire

Les lignées de gliome humain SW1088 [Astrocytome, World Health Organization (WHO)
grade III] et U87 (Glioblastome multiforme, WHO grade 1V) proviennent de I’American Type
Culture Collection (ATCC, LGC Standards, Molsheim, France). Les lignées de mélanome
humain déficientes en filamine A (lignée M2 Fila’) ou exprimant stablement la filamine A
(lignée A7 Fila") ont été généreusement données par le Dr F. Nakamura (Brigham and
Women's Hospital, Translational Medicine, Boston, USA). La lignée HEK293 (CRL1573TM,
ATCC) a été généreusement donnée par le Dr. L. Prézeau (IGF, Montpelier, France). Les
lignées U87 et HEK293 sont maintenues dans un milieu DMEM contenant 2 mM de NEAA,
2 mM de sodium pyruvate, 1% d’antibiotiques-antimycotique et 10% de SVF a 37°C dans
une atmosphere humide avec du CO; a 5%. La lignée SW1088 est entretenue dans un milieu
contenant 2 mM de NEAA, 1% d’antibiotiques-antimycotique et 10% de SVF a 37°C dans
une atmosphere humide. La lignée CHO (ECACC, Salisbury, Royaume-Uni) est maintenue
dans un milieu de culture Ham’s F12 contenant 10% de SVF, 2 mM de glutamine et 1%
d’antibiotiques-antimycotique et incubée a 37°C et a 5% de CO,. Les lignées M2 et A7 sont
maintenues dans un milieu MEM contenant 1% d’antibiotiques-antimycotique et 8% de SVN
(sérum de veau nouveau né) et 2% de SVF a 37°C dans une atmosphere humide avec du CO,

a 5%. La sélection est maintenue sur la lignée A7 par ajout de 200 ug/mL de généticine.
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2.8. Culture d’explants tumoraux

Les échantillons de tissus tumoraux correspondent a des glioblastomes opérés dans le
département de neurochirurgie du CHU de Rouen par le Pr F. Proust apres obtention du
consentement des patients. Les fragments de tissus frais sont envoyés au laboratoire
immédiatement apres 1’opération pour préparer des explants. Les échantillons sont collectés
dans un milieu DMEM contenant 0,5% de SVF, 1% d’antibiotiques-antimycotique et 2 mM
de sodium pyruvate. Les vaisseaux sanguins sont retirés mécaniquement de la résection
tumorale et les fragments de tissu sont découpés en petits morceaux de 0,5 a 2 mm’. Les
explants tumoraux sont placés sur des lamelles de verre (12 mm de diametre, CML, Nemours,
France) coatées a la poly-L-lysine placées dans des plaques 24 puits (Corning, Fisher
Scientific, lllkirch, France), et sont incubés 1h dans 100 uL. de milieu DMEM/Ham F12 (3/1,
v/v) supplémenté en N2 (concentration finale 1X), en bFGF (10 ng/mL concentration finale),
0,4% de methyl-cellulose et 1% d’antibiotiques-antimycotique. Quand les explants tumoraux
adherent au substrat, 200 uLL de milieu sont ajoutés. Les cultures sont maintenues 2 a 4 jours

avant d’étre utilisées pour les expériences.

2.9. Co-immunoprécipitation

Apres 48 h de transfection, les cellules HEK293 exprimant les construits UT™° et/ou
UT" sont rincées au PBS, culotées puis lysées par passages successifs dans une aiguille dans
du tampon de solubilisation (20 mM HEPES, 100 mM NaCl, EDTA 1 mM) supplémenté en
inhibiteurs de protéases (Sigma-Aldrich). Apres ajout de NP-40 (1%, Calbiochem), les lysats
cellulaires sont incubés 1 h a 4°C sous agitation. Les lysats cellulaires sont ensuite centrifugés
(12000 g, 4°C, 15 min) et les surnageants clarifiés sont collectés pour réaliser
I’immunoprécipitation. Des quantités égales de protéines solubilisées sont incubées avec un
anticorps anti-c-myc (2 pg, 4°C, 1h) sous agitation. Des billes de protéine G sépharose

(Sigma-Aldrich) sont ensuite ajoutées et le mélange est incubé toute une nuit a 4°C. Les billes
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sont culotées par centrifugation et lavées 4 fois avec le tampon de solubilisation avant d’étre

finalement préparées dans du tampon Laemmli.

2.10. Migration

Les chambres de Boyden (Transwell, 24 puits, Corning, Fisher Scientific) présentant des
membranes poreuses (pore, 8 wm) sont coatées avec de la fibronectine a 25 pg/mL (4°C, 12h).
Le jour suivant, les cellules sont détachées des flasques avec de 1’accutase (Millipore),
centrifugées et re-suspendues dans du milieu sans sérum. Les cellules (50000/125
pL/membrane) sont ajoutées dans la chambre supérieure du transwell. Le gradient est généré
par les molécules de la chambre contenant 600 uL de milieu en 1’absence et en présence
d’UIlL Les cellules sont incubées 24h (37°C), rincées avec du PBS et les cellules présentes a
la surface de la chambre supérieure sont enlevées avec un coton-tige. Les cellules ayant
migré, situées sur la face inférieure de la membrane sont fixées dans 4 bains successifs de
méthanol (50, 70, 90 et 100%) marquées avec de 1’éosine/hématoxyline et les membranes
sont montées sur des lamelles de verre a l'aide de Mowiol (Sigma-Aldrich) puis
microphotographiées de facon aléatoire avec un microscope Nikon (Champigny-sur-Marne,
France) a raison de 10 champs par membrane. Les cellules sur les microphotographies sont

comptées a I’aide du plug-in “Cell counter” sur le logiciel ImagelJ.

2.11. Western blot

Les cellules sont rincées dans du PBS puis grattées dans du tampon de lyse froid (20 mM
HEPES, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1X d’inhibiteurs de protéases et/ou phosphatases) et
homogénéisées avec 3 passages dans une aiguille. Les lysats cellulaires sont supplémentés
avec 1% de détergent NP-40 (Calbiochem) et incubés (1h, 4°C) sous rotation. Les
suspensions cellulaires sont centrifugées (12000 g, 30 min, 4°C), et la concentration protéique

des surnageants est déterminée par la méthode de Bradford. Les échantillons protéiques sont
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mélangés avec un volume égal de tampon Laemmli 2x (120 mM Tris-HCI pH 6,8, 20%
glycerol, 4% SDS, 0,02% Bromophenol Blue, 10% B-mercaptoethanol) et chargés sur le gel.
Les extraits protéiques sont soumis a une électrophorese sur gel SDS-PAGE 10%. Les
protéines sont transférées sur une membrane de nitrocellulose (Hybond C; Amersham
Biosciences, Fisher Scientific) a ’aide du Mini-PROTEAN Tetra Cell system (Bio-Rad
Laboratories, Marnes-la-Coquette). Les membranes sont bloquées avec du lait écrémé 2%
dans du TBS [10 mM Tris (pH 8,0), 0,15 M NaCl] (température ambiante, 1 h) puis incubées
avec les anticorps primaires toute la nuit a 4°C sous agitation. Apres 4 lavages, les
membranes sont incubées avec les anticorps secondaires HRP-conjugated (Santa Cruz,
température ambiante, 2 h) et a nouveau rincées 4 fois. Les bandes immunoréactives sont
visualisées a 1’aide du kit ECL. Western blotting substrate (Promega) et les poids moléculaires
sont déterminés en utilisant le marqueur de poids moléculaires Page Ruler Plus prestained

protein ladder (10-250 KDa; Fisher Scientific).

2.12. Immunocytochimie
Les cellules SW1088 et U87 sont ensemencées sur des lamelles de verre (12 mm de diametre,
CML) pré-coatées a la fibronectine (Sigma-Aldrich) et maintenues en culture jusqu’a ce
qu’elles atteignent 70% de confluence. Apres fixation au PFA (4%, 10 min), les cellules sont
rincées et perméabilisées avec du Triton X-100 (0,05%, 5 min) dans du PBS et les sites non
spécifiques sont bloqués (NDS 2%, BSA 1%, 1 h). Les anticorps primaires dirigés contre
I’UT humain (0,5 pg/mL, Santa Cruz) la filamine A humaine (0,5 pg/mL, Santa Cruz) ou la
phospho-filamine A humaine (0,5 pg/mL, Santa Cruz) sont incubés a 4°C toute la nuit dans
du PBS supplémenté avec 0,2% de NDS et 0,1% BSA. Apres rincage, les cellules sont
incubées avec I’anticorps secondaire Alexa 488- ou 594-conjugated donkey anti-rabbit ou
donkey anti-mouse (1/200, Invitrogen) dans du PBS supplémenté avec 0,2% de NDS et 0,1%

BSA (température ambiante, 2 h). Pour le marquage de la F-actine, les cellules sont incubées
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avec la R415 rhodamine phalloidine (Molecular Probes, 1,7%, 20 min), puis apres rincages au
PBS, les noyaux sont marqués avec du DAPI (Invitrogen, 1 pg/mL, 10 min). Apres 3 lavages
supplémentaires, les lamelles sont montées sur des lames de verre avec du Mowiol (Sigma-
Aldrich). Les préparations sont examinées sur un microscope confocal a balayage laser Leica
TCS SP5 (DMI 6000) équipé d’un systeme Acousto-Optical Beam Splitter (AOBS) et d’un
laser blanc permettant la flexibilité de 1’excitation. Les longueurs d’onde d’excitation
optimum de I’Alexa 488, 1’Alexa 594, I’eGFP, et de la rhodamine ont été déterminées par

balayage Lambda et utilisées pour les acquisitions.

2.13. Cytométrie en flux
Les cellules U87 a 80% de confluence dans des flasques de 75 cm? ont été rincées et privées
de SVF pendant 2 h. Apres un traitement de 10 min avec ’UII 10" M, les cellules sont
rincées, détachées et centrifugées. Le culot cellulaire est lavé puis resuspendu dans du PBS
contenant 1% de BSA et incubé 30 min avec 10 pg/mL d’IgGs de lapin non immun. Les
cellules sont perméabilisées (BSA 1%, saponine 0,1%) et incubées avec les anticorps
primaires dirigés contre la filamine A et la phospho-filamine A (2 pg/mL chaque, 30 min,
RT) dans du PBS contenant 1% de BSA et 0,1% de saponine. Dans le controle négatif, les
anticorps primaires n’ont pas été ajoutés. Les cellules sont incubées avec les anticorps
secondaires FITC-conjugated goat anti-rabbit ou FITC-conjugated goat anti-mouse, dilués au
1/200 et mesurés dans le canal FL1 (530 nm). Les cellules ont été analysées sur le cytometre
en flux FACScalibur (Beckton Dickinson Biosciences, Le Pont-De-Claix, France) a 1’aide du
logiciel CellQuest. Les cellules mortes et les débris cellulaires sont exclus de 1’analyse par
sélection des cellules vivantes a partir du diagramme de densité taille/structure. Les données
sont représentées sur une échelle logarithmique en unité arbitraire correspondant a I’intensité
de fluorescence moyenne. Chaque histogramme a été enregistré a partir d’au moins 10 000

évenements sélectionnés.
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3. Résultats
3.1. Identification par double-hybride des protéines interagissant avec I’UT
L’existence d’interactions physiques entre 1’UTcem (appat) et des partenaires
cytoplasmiques (proies) exprimés dans le SNC a été recherchée par criblage d’une banque
d’ADNc de cerveau humain adulte. Le criblage d’approximativement 16 millions de co-
transformants de levure sur milieu sélectif (-Leu/-Trp/-Ade/-His+3AT ou QDO+3AT) a

1 ere

révélé I’apparition de 74 clones positifs apres 3 jours de culture ( génération) et de
nombreux autres clones positifs aprés 5 jours de culture (25me génération). Les ADN
plasmidiques des 74 clones de 1% génération et de 70 clones de 2°™ génération ont été
extraits, amplifiés dans des bactéries et séquencés (Figure 23). Du fait de la qualité¢ du
séquencage, seulement 85 de ces clones ont conduit a I’identification de protéines et, du fait
de redondances, finalement 16 protéines différentes ont été identifiées. Afin de vérifier la
spécificité d’interaction, des contrdles consistant a co-transformer et cultiver sur un milieu
hautement sélectif (QDO+3AT) la levure avec les vecteurs codant la protéine proie et un
appat irrelevant sont réalisés. Un test en goutte est effectué pour chaque type de clone positif a
partir de levures co-transformées avec la protéine proie fusionnée au domaine d’activation du
facteur de transcription Gal4 (DA-proie) et le DLA-UTcm ou bien un appat irrelevant (DLA-
lamine). Les résultats d’interactions sont comparés avec les contrdles positif (p53+TAg) et
négatifs (lamine+TAg et UTcem+TAg). Les résultats obtenus révelent que 8 des 16 clones
positifs identifiés, correspondant aux protéines RanBP9, NRCoA, ABCD4, BPGM, CAll,

Kif2A, FRS3 et NDRG2, activent le systtme doube-hybride en présence de I’UT¢erm, mais

aussi en présence de la lamine et sont donc considérés comme des « faux positifs ».
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Tableau 15. Validation de la spécificité de I’interaction de ’UT ¢, aux différentes protéines
identifiées par double-hybride.

En revanche, les tests similaires réalisés pour les proies filamine A, fibuline 5, ZMYND19
(Zinc finger MYND domain-containing protein 19), KDMO6A (lysine (K)-specific demethylase
6A), LIMK (LIM domain kinase) et KAT-5 (K(lysine) acetyltransferase 5), ainsi que CENP-
V (centromere protein 5) et ZNF668 (zing finger protein 668), montrent une activation
spécifique des genes rapporteurs nutritionnels en présence de I"'UTcerm. Afin de confirmer
qu’une telle interaction active bien I’ensemble des geénes rapporteurs, un test en goutte a été

réalisé sur des boites -Leu/-Trp additionnées de substrat X-a-Gal. L’activation du gene



rapporteur MELI-c permet la formation d’une coloration bleue en présence de X-a-Gal dans
les clones co-transformés par le vecteur codant I'UT¢em €t le vecteur codant les protéines
filamine A, CENP-V, ZNF668, fibuline 5, ZMYND19, KDM6A, LIMK et KAT-5,
confirmant ainsi I’interaction spécifique (Tableau 15).

Parmi les clones positifs identifiés (Tableau 16), trois protéines semblent particulierement
intéressantes dans le contexte de la migration cellulaire. En effet, la filamine A, la CENP-V et
la LIMK ont toutes trois un rdle avéré dans la migration, interagissent avec des protéines du
cytosquelette telles que 1’actine, les microtubules ou des protéines de signalisation telles que
Cdc42 ou ROCK (Honda et al., 2009; Nakamura et al., 2011; Manetti, 2012) en accord avec
leur localisation principalement cytoplasmique. Néanmoins, seule la filamine A est connue
pour avoir des interactions avec les RCPGs notamment avec les récepteurs D2 et D3
dopaminergiques (Lin et al., 2001), le calcium sensing receptor (Awata et al., 2001), le
récepteur au glutamate mGIluR7 (Enz, 2002), le récepteur opioidergique Mu (Onoprishvili et

al., 2003) ou encore les récepteurs chimiotactiques CCRS et CXCR4 (Jiménez-Baranda et al.,

2007).
L. Localisation . .. . iy
Protéines . Fonctions principales Interactions connues Références
cellulaire
Actine, calmoduline, {3-
. . .. . arrestines, Récepteurs
. . topl. Migration, adh , localisati . .
Filamine A Cytoplasme \gration, adhiesion, focalisation dopaminergiques et Yue et al., 2013
Noyau cellulaire, facteur de transcription . .
somatostatinergique, Rho,
ROCK, Cdc42, etc.
Migration directionnelle
Cytoplasme Mitose, cytokinese . Tadeu et al., 2008
- Microtubul
CENP-V Noyau Organisation du centrosome icrotubules Honda et al., 2009
Alignement du centrosome
ZNF668 Noyau Suppresseur de tumeur P53, MDM2 Hu et al., 2011
Fibuline 5 Extracellulaire Ad.hesw‘n Intégrines Yanagisawa and Davis,
Angiogenese 2010
ZMYND19 Cytoplasme Inconnue MCHR], tubulines Francke et al., 2005
Démethylation des histones Mansour et al., 2012;
N Hist:
KDM6A oyau Migration 1stones Thieme et al., 2013
Polymérisation d’actine, Cofiline, Cdc42, ROCK, PAK, .
topl. Manetti, 2012
LIMK Cytoplasme déphosphorylation de la cofiline etc. anetti, 20
Acétylation des histones, Histones, facteurs de
KAT-5 Noyau réparation de I’ADN, migration, / N Sapountzi et al., 2006

X transcription
autophagie P

Tableau 16. Description des localisations et fonctions générales des protéines identifiées par
double-hybride et interagissant avec I’'UT cerm.
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3.2. Caractérisation du (ou des) domaine(s) d’interaction de I’'UT ¢term a la filamine A
La filamine A appartient a une famille de protéines composées d’un domaine de liaison a
I’actine a I’extrémité N-terminale suivie de 24 domaines répétés d’une centaine d’aa dont

I’extrémité C-terminale qui participe a la dimérisation des filamines (Figure 26).

N-Terminal

Domaine de Domaine de liaison Partenaire protéique
liaison a I'actine Domaine de liaison al’actine, 1-15 F-Actine
Domaine de liaison al’actine Calmoduline
1-4,24 PKC-a
1-8 Vimentine, PKC-¢
3 R-Ras
4-9,16-21 FOXC1
5 Syk
8-10,20-22 Supervillin
9 Cdk1
9,12,17,19, 21,23 CFTR
10 CD4
10-12 CD28, CXCR4
10,16-18, 20, 21, 23 Pro-Prion
13-24 Furine
13-16 CCR5
14-16 Calcium sensing receptor
14-24 Epithin
15-16 FAP52
15-16,19-21 ECSM2
15-18 FILIP
15-19 TRAF2
16-18 Tce-mip
16-19 AndrogenR
17 CPIba
N 19 Récépteurs dopaminergique D2 et D3
Charniere 1 1924 ICAM, CCR2B
19-23 Lnk
20 Ror2
20-21 Récepteur de la calcitonine
20-21,21-22 MEKK4
20-22 Protéine KY , Meckeline
20-23 Smad1-3
20-24 MEKK1, Kv4.2, p73a
21 [-Integrines, Migfiline
21-22 mGluR 4a, 5a/b, 7a/b, 8a
21-23 SEK1
21-24 BRCA1-2
22 [B-arrestines
2004 Sphingosine kinase 1, Tissue Factor, SHIP-2,

Charniere 2 récepteur al’insuline, titin, cavéoline-1, décorine

CEACAM]I, Trio, PMSA, uCalpaine, Kir2.1,

Domaine de 231 HCN1, cvHsp
dimérisation 23 FilGAP, PAK1,FATZ
o4 Rho, Rac, Cdc42, ROCK, RalA, FEBP2f, récepteur
C-Terminal mu opioidergique

Figure 26. Structure et domaines d’interaction de la filamine A. Complétée et modifiée d’apres
Nakamura et al., 2011.

Les domaines répétés interagissent avec de nombreuses protéines incluant des récepteurs a

7 domaines transmembranaires mais aussi des protéines de signalisation. Le séquencage du
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clone de banque correspondant a la filamine A dans notre étude révele que la portion
protéique exprimée correspond aux domaines 16 a 19 des domaines également impliqués dans
I’interaction aux récepteurs dopaminergiques.

Nous avons recherché la nature des séquences de I’UTcrm responsables de I’interaction
avec la filamine A. Pour ce faire, différentes constructions illustrées dans la Figure 27A ont
été réalisées a partir de 'UT e, afin de générer deux UTcem dont les paires de résidus
proline du motif polyprolines (UTCtermP374'377A, UTCtermP3 823 85A) ont été mutées en alanine,
ainsi que cinqg UTcem tronqués séquentiellement (UT319.351, UT319-370, UT332-389, UT351380,
UT370.380). Ainsi, les levures sont co-transformées par 1’un des UTc,y mutants et le clone de
banque correspondant a la filamine A, puis leur capacité d’interaction est contrdlée par un test
en goutte sur le milieu sélectif, la co-expression effective des vecteurs appats et proies étant
toujours vérifiée grace aux tests en goutte réalisés sur milieu non discriminant. Les résultats
de croissance des clones sur milieu sélectif montrent que les mutations des résidus proline ne
bloquent pas I'interaction de I’UTc¢m avec la filamine A. De plus, il est clairement observé
que la filamine A interagit avec les fragments UT présentant systématiquement la séquence
332-351. La séquence de cette portion (Figure 27B) contient un motif sérine-leucine (SL)
également présent dans la séquence de la sous-unité o de la glycoprotéine Ib (GPIba)
(Andrews and Fox, 1992) et dans les séquences d’autres récepteurs interagissant avec la
filamine A, tels que le CXCR4 (Jiménez-Baranda et al., 2007) ou les récepteurs
dopaminergiques D2 et D3 (Li et al., 2002). Chez ces derniers, la mutation de la sérine du
motif provoque une diminution de signalisation intracellulaire (inhibition de la production
d’AMPc) en réponse au ligand, liée a une perte d’interaction avec la filamine A (Li et al.,

2000).
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Figure 27. Identification des séquences d’interaction de I’'UT¢.m avec la filamine A. A. Des
levures AH109 sont co-transformées avec pGBKT7-UTc.,, entier ou 'un des construits dérivé de
I’UTcems €t le plasmide proie pACT2-filamine A. Un test en goutte des co-transformants obtenus est
réalisé sur les milieux non sélectif et sélectif, ce dernier mettant en évidence une interaction
spécifique. B. La séquence de I’UT interagissant avec la filamine A correspond a la portion 332-351
de 'UTcem. Cette séquence contient un motif sérine-leucine (SL) aussi présent dans la séquence
d’autres récepteurs interagissant avec la filamine A.

3.3. Résultats préliminaires de validation de I’interaction entre UT ce;nm et filamine A

3.3.1. GST-pull down

Afin de vérifier I'interaction entre I’UT ¢ €t la filamine A, nous avons testé la capacité
de la filamine A entiere a s’associer avec la protéine de fusion GST-UTc¢em in vitro. Nous
avons dans un premier temps validé 1’expression ou non de la filamine A humaine dans les
cellules M2, A7 et HEK293 par cytométrie en flux (Figure 28A). Puis, des préparations
protéiques provenant de HEK293 transfectées avec le cDNA codant la filamine A“™° d’une
part (Figure 28B) et de cellules M2 Fila” ou A7 Fila" d’autre part (Figure 28C) ont été
incubées avec la protéine de fusion GST-UT¢m associée a des billes de sépharose Les études
d’interaction in vitro réalisées avec le GST-UTcm et les extraits protéiques de HEK293

surexprimant la filamine A révelent la présence d’une faible bande protéique a la masse
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moléculaire apparente de 280 KDa correspondant a la masse théorique de la filamine A
(Figure 28B). Cette bande correspond a celle retrouvée dans I’input (représentant 10% de la
quantité totale de protéines utilis€s pour le GST-pull down) et n’apparait pas lorsque les

échantillons protéiques sont incubés en présence de la GST seule.

A
M2 A7 HEK293
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Figure 28. Expérience préliminaire de validation de I’interaction entre I’UT ¢, et la filamine A
par GST-pull down. A. Vérification de I’expression de la filamine A (courbe rouge) par cytométrie
en flux dans les lignées M2, A7 et HEK293 qui expriment la filamine A a I’état basal. Le controle
négatif (absence du premier anticorps anti-filamine A) est représenté par la courbe noire. B. GST-pull
down a partir d’extraits de HEK293 transfectées par les cDNA codant la filamine A“™. Une bande
immunodétectée avec un anticorps dirigé contre la filamine A apparait en présence de la protéine de
fusion GST-UT¢erm. C. GST-pull down 2 partir d’extraits de cellules M2 (Fila') et A7 (Fila®). Aucune
bande n’est détectée par I’anti-filamine A en présence de la protéine de fusion GST-UT cerp.

A I'inverse, lorsque la protéine GST-UTcrm st incubée en présence d’un extrait protéique
de cellules M2 négatives pour la filamine A et A7 exprimant stablement la filamine A, aucune
bande correspondant a la filamine A n’est détectée (Figure 28B). Ce dernier résultat dans les

A7 peut s’expliquer par la différence de niveau d’expression de la filamine A observable sur
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les Western blot des inputs, entre les cellules HEK293 surexprimant la filamine A et les
cellules A7 stablement tranfectées (Figure 28B et C). Ainsi, ces données in vitro suggerent

que le domaine C-terminal de I’UT pourrait interagir physiquement avec la filamine A.

3.3.2. Interaction UT-filamine A
3.3.2.1. Interaction UT-UT dépendante de la filamine A ?

Il est maintenant admis que de nombreux récepteurs peuvent exister en tant que dimeres ou
oligomeres. Afin de vérifier la capacité du récepteur UT a s’homodimériser, nous avons
réalisé des études de bioluminescence resonance energy transfer ou BRET (Figure 29A) et de
co-immunoprécipitation (Figure 29B). Nos premieres études de BRET ont consisté a évaluer
le possible transfert d’énergie de luminescence entre I'UTR™ (donneur) et I'UT™
(accepteur) cotransfectés dans les cellules HEK293. Des concentrations croissantes d’ADNc
codant le donneur et 1’accepteur sont transfectées systématiquement, et le signal BRET est
représenté en fonction du ratio d’expression (Accepteur-Y FP/Donneur-Rluc). Nos données de
la figure 29A montrent que I’'UT s’homodimérise comme illustré par I’augmentation du signal
BRET en fonction de la quantité d’accepteur. L’interaction de I’'UT sous forme d’homo-

c-myc

oligomere est confirmée par des études de co-immunoprécipitation de I'UT co-exprimé
avec I'UT™M* (Figure 29B) dans les cellules CHO. Le domaine C-terminal de 1'UT pourrait
jouer un réle important dans cette interaction récepteur-récepteur (Figure 29C) car le signal
BRET semble décroitre lorsque les mutants tronqués du récepteur UTs7¢" " mais surtout
UTss5."F, UTs3"™ et UTs6° ", sont coexprimés avec la forme sauvage de PUTR™, Ces
données suggerent donc que le domaine 319-351 est impliqué dans I’homodimérisation de
I’UT. Enfin, lorsque les études de BRET sont réalisées dans les cellules M2 (Fila’) et A7
(Fila®), les courbes montrent un signal BRET (UT?"“-UT****) important dans la lignée A7 et

tres faible dans la lignée M2 (Figure 29D), soulignant le rdle potentiel joué par la filamine A

dans la dimérisation de I’UT.
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Figure 29. Role potentiel de la filamine A dans la dimérisation de I’UT. A. Analyse par BRET de
I’homodimérisation de ’'UT. B. Analyse par co-immunoprécipitation de I’homodimérisation de I’UT.
C. Effet de la délétion de I’extrémité C-terminale de I’UT dans I’homodimérisation de I’UT détectée
par BRET. D. Analyse par BRET de I’homodimérisation de I’UT dans les cellules M2 (Fila’) ou A7
(Fila®). Les courbes de saturation de BRET ont ét€ établies a partir de cellules transfectées avec une
quantité constante de donneur de fluorescence UTN™ et des quantités croissantes de construits
accepteurs de fluorescence UT™™ (contdle positif), PARI®"™ (contréle négatif), et de différents
mutants tronqués de I’UT. NT: non transfecté.

3.3.2.2. Difficultés de la mise en évidence in situ d’une interaction UT-filamine A
Afin d’éviter que la filamine A, exprimée de fagcon endogene dans les HEK293, nuise a

TRluc

I’interaction entre I’U et la filamine AeYFP, les études de BRET ont été réalisées dans les

cellules de mélanome M2. Les couples UTR+UTY™ et UTR"+PARI*™™ ont été utilisés
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comme contréles de BRET positif et négatif respectivement. Ainsi, dans les cellules M2, il
apparait que la transfection du vecteur codant la filamine A" (Fila®*™") ne permet pas une
expression efficace de la protéine (Figure 30A, gauche). Au vu de cette faible expression, les
courbes de BRET (Figure 30A, droite) ne permettent pas de conclure quant a I’interaction de
la filamine A avec I’'UT dans les cellules M2 transfectées transitoirement. Plusieurs facteurs

peuvent étre responsables du faible taux de transfection de la filamine®™""

i) la capacité des
cellules M2 a exprimer une protéine recombinante, ii) la taille trop importante du plasmide
peYFP-N1-filamine A, iii) la toxicité cellulaire liée a I’expression d’une grosse protéine. Dans
nos conditions, nous montrons que les cellules M2 expriment correctement les récepteurs
UT™ et PAR1®Y™. En revanche, le plasmide pe YFP-N1-filamine A est deux fois plus grand
que le plasmide peYFP-N1-UT (12,7 Kb contre 5,9 Kb). Ainsi pour une méme quantité

YFP que pour la filamine A",

d’ADN, deux fois plus de plasmides codent pour I'UT
permettant d’expliquer, en partie, la différence d’efficacité de transfection. Ainsi, afin de
palier le probleme de taille du cDNA filamine A et donc de transfection des cellules M2, nous
avons réalisé un construit codant pour les domaines 16 a 24 de la filamine A dans le plasmide
peYFP-N1. Ce plasmide plus petit (7,2 Kb) code une portion de filamine A de 89 KDa
contenant la séquence d’interaction avec I'UT (domaines 16-19). L’efficacité de transfection
du vecteur codant la Fila16_246YFP est améliorée mais reste faible (Figure 30B, gauche) et ne
permet pas de détecter une interaction nette entre I’'UT et la Filajs.04 (Figure 30B, droite).
Finalement, la méme expérience réalisée dans les HEK293 révele une forte expression du
construit Filajg.4"" " (Figure 30C, gauche) et démontre clairement 1’absence d’émission de
signaux BRET entre I’UT et la Fila .24 dans ces cellules (Figure 30C, droite).

Plusieurs hypotheses peuvent étre formulées au vu de I’ensemble de ces résultats i)
I’expression de filamine A endogene inhibe I'interaction dans les cellules HEK293, ii) les

dipoles des donneur et accepteur de fluorescence sont mal orientés ou trop €loignés en dépit

de I’interaction, iii) I'interaction est phosphorylation-dépendante et nécessite 1’activation du
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récepteur UT, iiii) dans la cellule vivante, la forme tronquée de la filamine A utilisée (16-24)

n’est pas ancrée au cytosquelette en raison de 1’absence de ses domaines de liaison a I’actine

et par conséquent ne peut interagir avec le récepteur UT.
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Figure 30. Tentative de confirmation de I’interaction entre ’UT et la filamine A par la technique
de BRET. A. Analyse par BRET de I’interaction entre I’'UT et la filamine A dans les cellules M2. B.
Analyse par BRET de l'interaction entre ’'UT et les domaines 16 a 24 de la filamine A dans les
cellules M2. C. Analyse par BRET de I’interaction entre I’UT et les domaines 16 a 24 de la filamine A
dans les cellules HEK293. Les courbes de saturation de BRET (a droite) ont été établies a partir de
cellules transfectées avec une quantité constante de donneur de fluorescence UT®"™ et des quantités
croissantes de construits accepteurs de fluorescence UT™ (contdle positif), PARI™ (contrdle

négatif), Fila

eYFP
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3.4. Role potentiel de la filamine A dans les effets de I’UII
3.4.1. Role de la filamine A dans la localisation subcellulaire de I’UT
La potentielle interaction de I’'UT avec la filamine A et le role possible de cette derniere
dans la dimérisation du récepteur, nous ont conduit a rechercher la colocalisation subcellulaire
de I’UT et de la filamine A dans les cellules M2 et A7. Ainsi, la localisation de I’UT en fusion

avec 'eGFP (UT*“™?) a été étudiée par immunocytochimie dans les cellules M2 Fila™ et leur

__isotype exprimant stablement la filamine A (A7, Fila®).

Figure 31. Roéle potentiel de la filamine A dans la localisation subcellulaire de ’UT. A. La
distribution cellulaire de ’'UT et de la filamine A a été analysée par microscopie confocale dans les
cellules M2 et A7 transfectées avec le plasmide codant 1'UT*®"". B. Le profil de distribution de la
fluorescence liée a la présence d”UT*®™" et de filamine A (uniquement dans les cellules A7) au travers
des cellules a pu étre établi grace au logiciel Imagel.

La Figure 31A (haut) montre que dans les cellules M2, comme attendu, la filamine A
(anticorps anti-filamine A, rouge) n’est pas exprimée, et que le récepteur UT (vert) dans ces
cellules est principalement localisé au niveau membranaire. Les cellules A7 (Figure 31A, bas)
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expriment la filamine A au niveau membranaire mais aussi au niveau des fibres d’actine, alors
que I'UT*™ est distribué de facon diffuse et ponctiforme dans le cytoplasme et dans la région
du réticulum endoplamique. Le profil de distribution de la fluorescence liée a la présence
d’UT*“** dans les cellules M2 et A7 a pu étre établi grace au logiciel ImageJ (Figure 31B).
Les profils obtenus (intensité de fluorescence sur le passage d’un segment tracé a travers la
cellule d’intérét) indiquent clairement une différence de distribution de I’UT entre les deux
types cellulaires. En effet, en I’absence de filamine A (M2), I’UT est principalement présent a
la membrane plasmique tandis qu’en présence de filamine A (A7), 'UT est autant exprimé a
la membrane qu’au sein du cytoplasme. Dans les A7, I’UT et la filamine A sont co-localisés a
la membrane plasmique et particuliecrement au niveau des lamellipodes et des filopodes.
Ainsi, la filamine A pourrait jouer un role déterminant dans la localisation du récepteur UT a

la membrane plasmique.

3.4.2. Role de la filamine A dans I’internalisation de I’UT

De nombreuses études ont précédemment montré que la filamine A régule la signalisation
et les fonctions de ses partenaires récepteurs en stabilisant leur niveau d’expression a la
membrane plasmique ou en controlant leur trafic intracellulaire. Ainsi, la translocation de
I’UT a été évaluée par microscopie confocale dans les cellules M2 et A7 apres 10 min ou 6 h
d’incubation en présence d’UII (107 M) (Figure 32). Les profils de distribution du récepteur
montrent qu’en condition controle, comme vu précédemment, I’UT est principalement a la
membrane dans les cellules M2 alors qu’il est a la fois présent dans le cytoplasme et a la
membrane dans les cellules A7. Aprés un traitement 2 1"'UII 10"°M (10 min), les profils de
distribution de I’'UT suggerent une internalisation importante du récepteur uniquement dans
les cellules dépourvues de filamine A. En revanche, dans les cellules A7, un court traitement
semble favoriser la translocation du récepteur a la membrane et surtout dans les filipodes émis

en réponse au peptide. Apres 6 h de traitement, ’'UT est majoritairement présent dans le
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compartiment intracellulaire des cellules M2 alors que dans les cellules A7, une proportion de
récepteur reste présente a la membrane plasmique et dans les filipodes (Figure 32). Ces
résultats peuvent €tre expliqués par différents mécanismes, i) la filamine A permet la
stabilisation du récepteur a la membrane plasmique comme cela a déja été observé pour
d’autres protéines membranaires (Thelin et al., 2007; Najib et al., 2012), ii) la filamine A
stimule le recyclage des récepteurs a la membrane comme précédemment décrit pour le
récepteur de la calcitonine (Seck et al., 2003) et/ou, iii) les récepteurs déja en interaction avec

la filamine A (A7) sont déja internalis€és au moment du traitement par 1’ UII.
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Figure 32. Role potentiel de la filamine A dans I’internalisation/trafic de I’UT. Les cellules M2 et
A7 transfectées avec le plasmide codant I'UT* ont été directement fixées (contréle, haut) ou
préalablement traitées (UIL 10"°M, 10 min ou 6 h) avant d’étre analysées par microscopie confocale.
Le profil de distribution de la fluorescence liée a la présence d”UT*“™ au travers des cellules M2 et A7
a pu étre établi grace au logiciel Imagel.
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3.4.3. Role de la filamine A dans la migration cellulaire

Le role de la filamine A dans la migration cellulaire étant largement établi, nous avons
recherché I'implication de cette protéine dans les effets de 1’UII sur la migration cellulaire.
Nos études préliminaires réalisées a 1’aide de la chambre de Boyden montrent que 1’UII
exerce des effets chémoattractants aussi bien dans les lignées dépourvues de filamine A (M2)
que dans celles exprimant stablement la protéine (A7) (Figure 33A). L’analyse par
normalisation semble révéler un effet majeur de 1’UII dans les cellules A7, dont la motilité
directionnelle est quasi nulle en condition basale. Cependant, 1’efficacité de 1’UIl semble
réellement plus importante dans la lignée M2, suggérant que le récepteur UT libre, non

associé a la filamine A, relaye les voies de signalisation associées a la migration

chimiotactique stimulée par I’ UIL
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Figure 33. Role potentiel de la filz:niine A dans la migration cellulaire. (Le?s cellules M2 et A7
transfectées avec le plasmide codant I'UT"™" ont été ensemencées dans la chambre supérieure d’un
transwell alors que la chambre inférieure contient du milieu seul, de 1’UII 1010 M, 10® M ou du SVF.
Apres 24 h, les cellules qui ont migré au travers de la membrane sont colorées et comptées.
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Figure 34. Role potentiel de la filamine A dans la polymérisation de I’actine
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Nous avons précédemment montré que les effets de I’UII sur la migration cellulaire sont
pour une grande partie relayés par la voie Rho/ROCK classiquement impliquée dans la
contraction de 1’actomyosine et la formation de fibres de stress d’actine. Ici, nous avons
recherché I’implication de la filamine A dans les effets de 1’ UII sur la formation des fibres de
stress potentiellement relayée par la voie Rho.

Nos études d’immunocytochimie révelent qu’en condition controle, les cellules M2
présentent un cortex d’actine bien défini a la membrane plasmique alors que les cellules A7
montrent de nombreuses fibres de stress d’actine soulignant la capacité de la filamine A a
organiser les filaments d’actine en 1’absence de stimulation. En présence d’un traitement a
I'UII (10™° M) pendant 10 min ou 6 h, les cellules dépourvues de filamine A mais exprimant
I’UT (vert) présentent de nombreuses fibres de stress ainsi qu’une émission de protrusions
membranaires (Figure 34A). Dans les cellules A7 exprimant la filamine A, le niveau basal de
polymérisation d’actine déja important, ne semble pas modifié (Figure 34A).

Nous nous sommes donc intéressés a la longueur des protrusions, ici vraisemblablement
des filipodes, émises par les cellules. Alors que 1I’UII entraine une élongation des filopodes
dans les deux types cellulaires au bout de 6 h, I’effet semble plus marqué et plus rapide (des
10 min) dans les cellules A7 exprimant la filamine A. Une analyse quantitative statistique

pourra confirmer cette observation.

3.5. Expression de la filamine A dans les gliomes

Afin de déterminer I’implication de la filamine A dans les effets de 1’UII sur la migration
des cellules tumorales, nous avons recherché I’expression de cette protéine dans les deux
lignées U87 et SW1088 et des explants tumoraux issus de patient. Nos études de cytométrie
en flux montrent que la filamine A est fortement exprimée dans les deux lignées de gliome
testées (Figure 35A) et que I’UT et la filamine A sont co-localisés aux niveaux cellulaire et

subcellulaire (Figure 35B). De plus, dans 1’explant de glioblastome humain, la filamine A et
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sa forme phosphorylée sont co-localisées dans les cellules bordant ou émergeant de 1’explant

(Figure 35C).
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Figure 35. Expression de la filamine A dans les gliomes. A. Analyse par cytométrie en flux de
I’expression de la filamine A dans les cellules SW1088 et U87. B. Analyse par immunocytochimie de
I’expression de la filamine A et de I’'UT dans les lignées de gliome U87 et SW1088. C. Analyse par
immunocytochimie de I’expression de la filamine A et de sa forme phosphorylée dans des explants
tumoraux de glioblastome humain.
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3.6. Effet de ’UII sur la filamine A exprimée dans les gliomes

Les effets de 1I’UII sur I’activation de la filamine A ont été recherchés sur la lignée U87 qui
co-exprime la filamine A et I’UT. L’application d’UII (10"M et 10'°M) entraine une
déphosphorylation de la forme entiere de la filamine A (Figure 36A), un effet confirmé par les
expériences de cytométrie en flux (Figure 36B). L’analyse pas Western blot montre aussi une
faible diminution de la forme entiere de la filamine A, associée a une augmentation de bandes
protéiques de plus bas poids moléculaires, pouvant étre considérées comme des produits de
dégradation (Figure 36A). Ce type de résultat est en accord avec ce qui a déja été observé

apres activation du récepteur ROR2 par le Wnt5 (O’Connell et al., 2009).
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Figure 36. Effets de I’UII sur la phosphorylation de la filamine A dans les gliomes. A. Les cellules
US7 ont été traitées avec de I'UII (10" M, 10" M et 10’M) pendant 2 ou 10 min et la filamine A et
sa forme phosphorylée ont été révélées par Western blot. B. Les cellules U87 ont été traitées a I’ UII
10" M pendant 10 min, et la filamine A et sa forme phosphorylée ont été analysées par cytométrie en
flux.
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4. Discussion-conclusion

Il est maintenant admis que de nombreux RCPGs interagissent via leur domaines
cytoplasmiques avec des partenaires protéiques qui modulent leur signalisation, leur
localisation cellulaire ou encore leur pharmacologie (Ritter and Hall, 2009). Ainsi,
I’interaction du récepteur de 1’'urotensine II avec les [-arrestines participerait a son
internalisation (Proulx et al., 2005) et a la transactivation de I’EGFR (Esposito et al., 2011).
Dans cette étude, nous démontrons pour la premiere fois par double-hybride, I’interaction
directe de I’UT avec plusieurs partenaires protéiques. Parmi les 8 protéines identifiées, quatre
présenteraient une localisation principalement cytoplasmique, trois une expression nucléaire
ou péri-nucléaire et une serait sécrétée dans le milieu extracellulaire. A 1’exception de la
ZMYNDI19 dont la fonction est inconnue, les protéines exprimées dans le cytoplasme sont

impliquées directement ou indirectement dans les processus de migration cellulaire.

4.1. Role des protéines partenaires cytosoliques

La CENP-V, une protéine constitutive du kinétochore, participe a la progression de la
mitose en régulant la condensation de la chromatine, la position des centromeres et
I’attachement des microtubules aux kinétochores (Tadeu et al.,, 2008). Néanmoins, son
expression tres importante dans le cerveau adulte, une zone relativement pauvre en division
cellulaire, a conduit un groupe de recherche a s’intéresser aux autres fonctions de cette
protéine (Honda et al., 2009). Cette équipe a mis en évidence que la CENP-V est localisée
dans les protrusions cellulaires, et semble directement liée aux microtubules favorisant ainsi
la migration cellulaire directionnelle (Honda et al., 2009).

La LIM kinase est une protéine largement impliquée dans la migration cellulaire (Chapitre
I §2.2.3.). Le principal substrat de la LIMK est la cofiline, une protéine qui sectionne les

filaments d’actine augmentant ainsi le nombre d’extrémités libres d’actine. En phosphorylant

la cofiline, la LIMK I’inactive et entraine une augmentation des fibres de stress cellulaires et
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des adhésions focales (Scott and Olson, 2007). Aucune donnée de la littérature ne permet de
suggérer une interaction directe des RCPGs avec la LIMK, mais elle peut étre inhibée (Foletta
et al., 2003) ou activée (Lee-Hoeflich er al., 2004) en interagissant avec I’extrémité C-
terminale d’un récepteur tyrosine kinase de la famille des bone morphogenetic protein
receptor (BMPR). Plus classiquement, la LIMK est une cible effectrice des voies de
signalisation dépendantes des RCPGs, impliquant entre autres les Rho GTPases (Scott and
Olson, 2007).

La fibuline 5 est une protéine principalement sécrétée dans le milieu extracellulaire. Elle
posséde un motif RGD d’interaction aux intégrines et exerce des effets sur la migration,
I’invasion et ’angiogenése qui varient en fonction du type cellulaire utilisé (Yanagisawa et
al., 2009). A ce jour, le role de cette protéine dans le compartiment intracellulaire n’est pas

décrit.

4.2. Role des protéines partenaires nucléaires ou périnucléaires

La localisation exclusivement nucléaire de certaines protéines d’interaction, i.e. la
ZNF668, 1a KDM6A et la KAT-5, souleve I’hypothese de nouveaux mécanismes d’action de
I’UT, en particulier, transcriptionnels. En effet, deux études récentes ont démontré une
localisation nucléaire de I’UT dans les cellules cardiaques de Rat (Doan et al., 2012), le
cerveau de Singe et les cellules gliomales humaines U87 (Nguyen et al., 2012), dans
lesquelles I’expression de I’UT nucléaire serait réprimée en condition hypoxique. Dans ce
contexte, 1’identification des protéines nucléaires interagissant avec I’UT ouvre de nouvelles
perspectives dans la compréhension du role des RCPGs et en particulier de I’UT, au niveau
nucléaire. De manicre intéressante, ces protéines partenaires semblent impliquées dans la
croissance tumorale. En effet, la ZNF668 agit comme un suppresseur de tumeur en
interagissant avec MDM2 et en stabilisant pS3 (Hu et al., 2011). La KDM6A quant a elle, est

une histone déméthylase dont la mutation est liée a ’apparition d’une maladie congénitale
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appelée syndrome de Kabuki (Miyake et al., 2013). Une étude tres récente a mis en évidence
un role de cette protéine dans la migration des cellules souches induites par le SDF-1 (Thieme
et al., 2013). La KAT-5 est une histone acétyl transférase régulant certains facteurs de
transcription tels que c-Myb (Zhao et al., 2012), MyoD (Kim et al., 2011) ou encore c-Myc
(Patel et al., 2004). Cette protéine, plus communément appelée TIP60, interagit avec le
récepteur ETA apres activation par I’ET-1, et entraine la translocation du récepteur de la
membrane plasmique au compartiment périnucléaire (Lee et al., 2001). Il est possible de
souligner que I’inhibition de I’expression de la KAT-5 augmente la migration des cellules de
mélanome (Chen et al., 2012a), montrant 12 encore une des voies potentielles activées par
I’UII favorisant la migration cellulaire.

Parmi D’ensemble des protéines identifiées, nous nous sommes intéressés plus
particulierement a la filamine A, une protéine de liaison a I’actine jouant un role important
dans les processus de migration et d’adhésion et dont I’interaction avec des RCPGs est
largement connue. Ce partenaire, qui est une véritable plate-forme protéique (Figure 25),
interagit avec la partie cytosolique C-terminale 332-351 de I’UT contenant un doublet SL
récurrent parmi les autres partenaires de la filamine A. La mutation dirigée de ce motif
pourrait nous permettre de conclure quant au domaine d’interaction de I’UT a la filamine A et

d’établir une séquence consensus d’interaction.

4.3. Caractérisation de I’interaction fonctionnelle entre UT et filamine A

La suite de 1’étude a naturellement consisté a chercher a confirmer par d’autres techniques
I’interaction entre I’UT et la filamine A. Les études in vitro de GST-pull down réalisées a
partir des cellules HEK293 surexprimant la filamine A semblent confirmer 1’interaction mais
ce résultat n’a pas pu étre reproduit dans les cellules A7, dans lesquelles le niveau
d’expression de la filamine A pourrait €tre trop faible au regard des études de GST-pull down

impliquant la filamine A (Lin et al., 2001; Jiménez-Baranda et al., 2007).
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La filamine A est une protéine qui se trouve constitutivement sous sa forme
homodimérique via son domaine 24 et qui de ce fait, pourrait participer a la dimérisation des
récepteurs avec lesquels elle interagit (Lin et al., 2001; Minsaas et al., 2010). Nous avons
d’abord démontré, par les techniques de BRET et de co-immunoprécipitation, que I'UT
s’homodimérise et que la troncation du domaine C-terminal du récepteur semble diminuer
cette interaction. Parmi les nombreux travaux portant sur la dimérisation des RCPGs, seul le
récepteur delta opioidergique, appartenant a la méme famille que 1’UT, pourrait
s’homodimériser via son domaine C-terminal (Cvejic and Devi, 1997). Nos expériences
montrent une augmentation du ratio BRET uniquement dans les cellules A7 suggérant que la
filamine A, et donc le domaine C-terminal de I’UT, participerait a ’homodimérisation du
récepteur. Cette forme associée a la filamine A permettrait la translocation du récepteur au
niveau cytosolique ou empécherait I’insertion de ce dernier dans la membrane plasmique. A
I’appui de cette hypothese, la filamine A interagit avec des structures membranaires telles que
les cavéoles pour réguler leur trafic (Stahlhut and van Deurs, 2000; Sverdlov et al., 2009).

Nous avons tenté d’adapter la méthodologie BRET pour la mise en évidence de
I’interaction UT-filamine A in cellulo. Un défaut d’expression de la filamine A fusionnée
avec I’eYFP dans les cellules M2 n’a pas permis de détecter une interaction entre les deux
partenaires. Bien qu’un fragment codant les domaines 16 a 24 de la filamine A" ait été
validé, aucune interaction n’a été détectée dans les HEK. Il est possible que I’expression
endogene de la filamine A dans ces cellules antagonise par compétition I’interaction entre la
filamine Ajg.245" " et le récepteur. Comme suspecté, une étude récente suggere que la fusion
d’une protéine fluorescente aux extrémités N- (domaine de liaison a 1’actine) ou C-terminales
(site de dimérisation) de la filamine A altererait la fonctionnalité de la protéine (Planaguma et
al., 2012) pouvant de ce fait empécher son interaction avec ses partenaires. Il n’est donc pas

- . YFP . YFP c 2
exclu que nos construits Fila® et Filajgo4° perdent leur capacité d’ancrage au

cytosquelette et/ou de dimérisation, et par conséquent de liaison a I’'UT. Afin de contourner
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ces difficultés, nous adaptons actuellement 1’expérience de co-immunoprécipitation a la

c-myc

recherche d’une interaction entre I’UT et la filamine A endogene dans la cellule HEK-
uTs™e.

Nous avons démontré dans la présente étude que I’expression de la filamine A est corrélée
a une diminution importante de la localisation de 'UT a la membrane plasmique. Une telle
observation a été précédemment décrite pour le calcium sensing receptor (Zhang and
Breitwieser, 2005). L’UT comme de nombreux RCPGs, peut s’internaliser apres la liaison de
son ligand UII (Giebing et al., 2005; Proulx et al., 2005). Il apparait que dans les cellules M2
comme dans les cellules A7, I’'UT semble principalement cytosolique apres 10 min ou 6 h de
traitement. Cependant, alors qu’en absence de filamine A, I’UT n’est quasiment plus présent a
la membrane apres 6 h d’activation, la présence de filamine A semble favoriser 1’expression
de I’'UT a la membrane apres activation. Ces données, bien que parcellaires, suggerent que la
filamine A participerait au recyclage de I’'UT a la membrane plasmique. A 1’appui de cette
hypothese, il a été démontré que la filamine A permet le recyclage du récepteur de la
calcitonine a la membrane plasmique (Seck er al., 2003) et bloque la dégradation des
récepteurs calcitoninergique et opioidergique (Onoprishvili et al., 2003; Seck et al., 2003).

La filamine A est une protéine largement impliquée dans la migration cellulaire, dont
I’expression est corrélée aux grades des gliomes (Rickman ef al., 2001). Dans les cellules
U87, I’UII entraine une déphosphorylation de la filamine A, et consécutivement son clivage.
Il a été démontré que la protéolyse de la filamine A par la calpaine II augmente 1’invasion des
cellules cancéreuses mammaires (Xu et al., 2010) et que la présence de la calpaine II est
nécessaire a I’invasion des glioblastomes (Jang et al., 2010; Lal et al., 2012). Ainsi, dans les
gliomes, la filamine A pourrait exercer un role inhibiteur sur la migration cellulaire qui serait
levé via l’activation d’une phosphatase par 1’UIl, une réaction de déphosphorylation

favorisant le clivage de la filamine A par la calpaine II.
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Figure 37. Roles hypothétiques de la filamine A dans les effets induits par I’UIL (1) L’activation
des récepteurs UT membranaires entraine 1’activation de la calpaine II, la déphosphorylation de la
filamine A et le clivage de celle-ci par la calpaine II. (2) La filamine A permet la formation de dimeres
d’UT au niveau cytoplasmique et les ancre au cytosquelette d’actine ainsi qu’aux radeaux lipidiques.
Le clivage de la filamine A libere les radeaux lipidiques qui sont acheminés jusqu’a la membrane
plasmique. (3) Les dimeres de récepteurs ainsi amenés a la surface cellulaire favorisent la formation

des adhésions et des protrusions cellulaires.

Nos études préliminaires de migration en chambre de Boyden révelent qu’'une délétion de
la filamine A ne bloque pas les effets stimulateurs de 1’UII sur la migration cellulaire. De
plus, la polymérisation d’actine induite par I’UII, déja démontrée pour les cellules SW1088
est retrouvée dans les cellules M2 qui ne présentent aucune fibre de stress d’actine en
condition basale. Ainsi, dans les deux types cellulaires, la voie de signalisation Rho/ROCK,
responsable des effets pro-migratoires de 1’UII, serait conservée. Les travaux relatant un role
de la filamine A dans les effets des RCPGs sur la migration cellulaire sont peu nombreux et
contradictoires. La filamine A joue en effet un role positif sur la migration induite par
I’activation des récepteurs P2Y2 (Yu et al., 2008) et CCR2B (Minsaas et al., 2010). En

revanche, son expression inhibe la migration et I’'invasion de cellules cancéreuses mammaires
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(Xu et al., 2010), en activant le désassemblage des adhésions focales a 1I’avant des cellules en
migration. Dans les cellules A7, les observations immunocytochimiques montrent que la
quantité de filopodes est plus importante en condition traitée (environ 51,6 filopodes par
cellule) qu’en condition contrdle (environ 41,6 filopodes par cellule). Les cellules M2
émettent peu de filopodes en condition basale (environ 16 filopodes par cellule) et 1égerement
plus apres 6 h de traitement (environ 19,8 filopodes par cellule). Ces résultats indiquent que la
filamine A, bien qu’importante dans la formation des protrusions (Ohta ef al., 1999), n’est pas
essentielle aux effets de 1’UII sur ces derniéres. En revanche, les effets de 1’UII sur les
adhésions focales, démontrés dans 1’étude 1, pourraient €tre associés a la présence de la
filamine A dans les lignées de gliomes. Cette derniere, en permettant la dimérisation de I’'UT
et ’ancrage au cytosquelette, jouerait un réle majeur dans la formation des radeaux lipidiques

et dans I’adhésion cellulaire (Figure 37).
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Partie 3.
Etude des niveaux de protéines phosphorylées en réponse a
P’activation de I’UT par une concentration homogene d’UII dans

une lignée de glioblastome

Les données obtenues grace aux études 1 et 2 suggerent des changements de couplage de
I’UT relayant la migration cellulaire et des phénomenes d’adhésion via notamment la
maturation des points focaux d’adhésion. Ce changement de couplage, pourrait
s’accompagner de regroupements de récepteurs tels que des oligomérisations au sein de
radeaux lipidiques. La filamine A, capable d’interagir avec le domaine C-terminal de I’'UT
pourrait intervenir dans ces mécanismes, en particulier via la déphosphorylation d’un de ses

nombreux résidus serine apres activation du récepteur de 1’UIL. Ainsi :

¢ Est-il possible de déterminer de manicre qualitative et quantitative la nature des
protéines dont certains sites consensus sont phosphorylés ou déphosphorylés en
présence d’UII ?

¢ Ces protéines phosphorylées sont-elles, pour certaines, impliquées dans les processus
de migration, d’adhésion ou de développement des gliomes en particulier ?

¢ Les protéines cibles du systeme urotensinergique, peuvent-elles constituer de

nouvelles cibles thérapeutiques ?
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1. Introduction

Les récepteurs a 7 domaines transmembranaires ou RCPGs signalisent principalement via
I’activation des protéines G hétérotrimériques mais peuvent également activer des cascades de
transduction indépendantes de ces dernieres. Ainsi, un méme RCPG pourrait initier plusieurs
voies comprenant des phosphatases et des kinases capables de controler de nombreux
effecteurs impliqués dans le métabolisme, la prolifération, la migration et/ou 1’adhésion
cellulaire. Le récepteur de I'UIIL, I'UT, est un RCPG classiquement coupl€ a la protéine Gq
(Ames et al., 1999; Nothacker et al., 1999; Elshourbagy et al., 2002), mais qui est également
couplé a la protéine Gjj, dans certains types cellulaires (Ziltener et al., 2002; Castel et al.,
2006; Jarry et al., 2010). Dans le présent travail, les données de BRET obtenues en
collaboration avec le Dr Leduc (Université de Sherbrook, Quebec) montre que I’UT peut
aussi présenter un couplage a la protéine Gj3. De plus, le domaine C-terminal de I’UT pourrait
interagir directement avec les B-arrestines (Proulx et al., 2005, 2008; Esposito et al., 2011;
Brulé et al., article en préparation) ou encore, comme nous I’avons montré, avec la filamine
A. L’ensemble de ces voies de signalisation seraient responsables de 1’activation de
nombreuses kinases i.e., la PKC, la PI3K ou la ROCK. Ainsi, sur des lignées HEK293 et des
gliomes de haut grade exprimant I’UT, nous avons montré que 1I’UIl exerce une action
chimiokine et stimule la migration cellulaire a faible gradient de concentration, permettant
une maturation des adhésions focales a forte concentration homogene. L’ensemble de ces
mécanismes requiert des couplages aux protéines Gj, et Gj3. Nous avons aussi isolé par
double-hybride des protéines interactantes du domaine C-terminal de I’UT humain. Parmi
celles-ci, la filamine A participerait a la dimérisation du récepteur et a la migration cellulaire.
La compréhension des mécanismes relayés par I’UII et les protéines effectrices de I’UT, est
indispensable pour proposer des traitements thérapeutiques ciblant les mécanismes d’invasion

du tissu sain et de néoangiogenese associés au développement des glioblastomes.
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De nouveaux développements en spectrométrie de masse et protéomique permettent des
approches globales des voies de signalisation recrutées par les RCPGs par exemple. De plus,
I’optimisation du fractionnement des phosphopeptides et des protocoles d’enrichissement
(Dunn et al., 2010), 1a haute résolution MS sur des instruments hybrides ion trap/orbitrap et
les avancées sur I’analyse bioinformatique des données (Allmer, 2012) peuvent €tre intégrées
dans une étude telle que la notre afin de quantifier des milliers d’évenements de
phosphorylation dans un systeme cellulaire, de fagon globale et non biaisée.

Ici, nous avons utilisé la méthode de phosphoprotéomique quantitative dite label free sur
une lignée de glioblastome U87 répondant aux signaux chimiotactiques, mais aussi aux
concentrations homogenes du peptide UII (10°® M), pendant 5 ou 30 min. Notre objectif est
d’identifier les voies de signalisation associées aux différents couplages de I'UT, et a long
terme de discriminer les voies de couplage engagées par certains ligands du récepteur UT.
Notre étude a montré I’identification et la quantification de plus de 2000 sites phosphorylés,
mais surtout de nouveaux évenements de phosphorylation associés a des réponses
physiologiques connues, ou non encore identifiées dans le cas du récepteur UT. En plus
d’évenement de phosphorylation, nous avons obtenu la preuve de réactions de

déphosphorylations importantes et contrdlant les processus de migration et/ou adhésion.

2. Matériel et méthodes

2.1. Culture cellulaire, traitement et préparation des extraits peptidiques

La lignée U87 (glioblastome multiforme, WHO grade IV), provenant de ’ATCC est
cultivée dans un milieu DMEM (Gibco) contenant 2 mM de NEAA, 2 mM de sodium
pyruvate, 1% d’antibiotiques-antimycotique et 10% de SVF a 37°C dans une atmosphere
humide gazée en CO, 5%.

Pour les études de phosphoprotéomique, les cellules sont ensemencées dans des flasques

de 300 cm? (Corning) et maintenues en condition de culture standard jusqu’a confluence. Les
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cellules sont ensuite privées de SVF pendant 2 h, puis sont incubées en absence (contrdle,
condition SVF) ou en présence d’UIIL (10° M, Polypeptide laboratories) pendant 0, 5 ou 30
min. Apres rincage (HEPES 10 mM), le tapis cellulaire est gratté dans du tampon de lyse
(urée 8 M, NaCl 40 mM, NazVO,4 1 mM, NasP,0O; 10 mM, NaF 50 mM, B-glycerophosphate
50 mM, MgCl, 2 mM, Tris HCI 50 mM, pH 7,7) supplémenté en inhibiteurs de protéases
(cocktail d’inhibiteurs, Roche) et de phosphatases (cocktail d’inhibiteurs, Roche) et le lysat
cellulaire est collecté, soniqué sur glace et incubé 1 h a température ambiante. Apres
centrifugation, les protéines solubles sont réduites dans du dithiotreitol (DTT 2,5 mM, 30
min, 50°C) puis alkylées par ajout de iodacétamide 7 mM (30 min, température ambiante). La
solution protéique est diluée dans I’eau pour atteindre une concentration finale d’urée de 1 M.
Finalement, apres ajout de Tris-HCI (50 mM final, pH 7,7) et de CaCl, (1 mM final), la
trypsine est ajoutée au 1/50 (w/w) et les protéines sont digérées toute la nuit a 37°C. La
suspension peptidique est ensuite supplémentée avec 10% d’acide trifluoroacétique (TFA)
pour atteindre un pH inférieur a 2, clarifiée a 1’aide de colonnes C18 SPE (Thermo Scientific)

puis lyophilisée.

2.2. Enrichissement en phosphopeptides

L’enrichissement en phosphopeptide a été effectué a I'aide du phosphoCatch™
phosphopeptide enrichment system (Promega). Brievement, apres équilibration de la colonne,
le mélange peptidique reconstitué dans du tampon de liaison (acide glycolique 1 M,
acétonitrile 50%, TFA 0,1%) est appliqué sur la résine. Apres plusieurs ringages, les
phosphopeptides retenus sont élués avec 100 uL de tampon (acétonitrile 50%/ hydroxide
d’ammonium 50%, v/v). Afin d’éviter la dissociation des groupements phosphate, 70 puL

d’acide formique 4% sont immédiatement ajouté a 1’éluat. Finalement, les phosphopeptides

purifiés sont lyophilisés.
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2.3. Analyse par spectrométrie de masse

Les phosphopeptides sont acidifiés avec 25% d’acide formique jusqu’a un volume final de
40 puL et 3 ug de phosphopeptides sont analysés par nanoflow LC-MS/MS. Briecvement,
toutes les expériences nano-LC-MS/MS ont été réalisées sur un EASY-nLCII'™ system
(Thermo Scientific) connecté au LTQ-Orbitrap Velos (Thermo Scientific) via une source
d’ions en nano-électrospray. Les mélanges phosphopeptidiques ont été séparés sur une
colonne analytique de 15 cm (75 pm de diametre intérieur) avec un gradient allant de 5 a 30%
d’acétonitrile dans 0,5% d’acide acétique durant 90 min. L’effluant provenant de I’'HPLC a
été directement envoyé par €lectrospray dans le spectrometre de masse.

L’instrument MS a été réglé en mode data-dependent pour passer automatiquement du
balayage complet MS a I’acquisition MS/MS. Le spectre MS du balayage complet (de m/z
300 a 2000) a été acquis par I’orbitrap avec une résolution R = 60,000 au m/z 400. Tous les
spectres de fragment d’ion ont été enregistrés avec les détecteurs LTQ. Les conditions
typiques de spectrométrie de masse étaient les suivantes : tension de pulvérisation, 2,4 kV;

température de chauffage des capillaires, 150°C; énergie de collision normalisée, 35%.

2.4. Interprétation des données de spectrométrie de masse

Une premicre analyse globale et I'identification des phosphopeptides ont été réalisées a
I’aide du logiciel Spectrum Mill (Agilent Technologies, Massy, France) avec les réglages
appropriés (Optimize score and R1-R2 score thresholds for each run with max FDR 1.2%). La
quantification relative adaptée aux échantillons non marqués a été réalisée a partir des
chromatogrammes d’ions grace au logiciel commercial Progenesis (Nonlinear Dynamics
Limited, Newcastle) selon les instructions du fournisseur. Brievement, les images des gels 2
dimensions correspondant aux différents échantillons testés sont superposées et I’intensité de
chaque point (correspondant a un peptide) est comparée entre toutes les images. Les filtres

utilisés sont les suivants: gvalue inférieure a 0,05%; pvalue inférieure a 0,05%; charges de 2 a
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N

4; au moins 2 peptides pour I’identification, Rank supérieur a 10. La liste des peptides
conservés a I'issue de ce traitement est entrée dans le logiciel Mascot afin d’obtenir le nom

des protéines correspondant aux peptides régulés.

3. Résultats

3.1. Analyse globale des phosphopeptides

Afin d’identifier de nouvelles protéines appartenant a la voie de signalisation du récepteur
UT dans les gliomes, nous avons utilis€ une technique sans marquage associant un
enrichissement en phosphopeptide a une spectrométrie de masse en haute résolution. Cette
approche en haut débit permet une analyse quantitative des changements de phosphorylation
sur de multiples sites peptidiques (Dr Philipe Chan, PISSARO, Rouen). Dans cette étude,
nous avons cherché a comparer le phosphopeptidome des cellules gliomales U87 non
exposées a I’'UII et en absence de sérum, a celui des cellules U87 incubées en présence d’UII
pendant 5 ou 30 min. Une premiere analyse réalisée a I’aide du logiciel Spectrum Mill a
permis d’identifier de nombreux peptides correspondant a des protéines connues (Figure
38A). Nous avons observé que I’activation de I’UT par une concentration homogene de ligand
jusqu’a 30 min, accroit le nombre de peptides, et par conséquent, de protéines identifiées.
L’histogramme de distribution des peptides en fonction de leur score Mascot (Figure 38B)
montre que ces nouveaux peptides phosphorylés présentent un faible score, en partie expliqué
par I’existence d’une seule séquence peptidique phosphorylée permettant 1’identification
protéique (Figure 38C). Ces données suggerent que 1’activation du récepteur UT a en effet
initié la phosphorylation de protéines au niveau de séquences consensus non phosphorylées en
I’absence d’UII. A ce niveau, il n’est pas possible de discriminer les sites déphosphorylés en

présence d’UIL
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Figure 38. Analyse globale des peptides et protéines identifiés par Mascot. A. Récapitulatif du
nombre de protéines et de peptides identifiés apres analyse du phosphoprotéome dans les différentes
conditions. En rouge apparaissent les valeurs obtenues lorsque les cellules sont exposées a une
concentration homogene d’UII (10® M). B. Histogramme représentant la distribution des peptides en
fonction de leur score Mascot dans les différentes conditions. C. Histogrammes représentant la
distribution du nombre de peptide distinct par protéine.

3.2. Analyse quantitative des phosphopeptides

L’étude bioinformatique de 1’ensemble des données du phosphoprotéome réalisée de
maniere quantitative a I’aide du logiciel Progenesis (Pr Pascal Cosette, Mr Antoine Obry,
PISSARO, Rouen) nous a permis d’identifier 17 peptides dont la quantité est augmentée en
présence d’UII et 49 peptides dont I’abondance est diminuée en présence d’UIIl. Parmi ces
peptides, seuls ceux possédant au moins un acide aminé localisé dans un site consensus de
phosphorylation (serine, thréonine ou tyrosine) ont été conservés. L’augmentation de la masse
d’un peptide résultant de I’association d’un groupement phosphate a un acide aminé permet
au logiciel Mascot d’identifier les résidus phosphorylés sur les peptides. En revanche, certains
des peptides identifi€és ne présentent pas d’attribution de résidus phosphorylés, ce que nous
expliquons par la liaison fragile des groupements phosphate et la perte de certains d’entre eux
au cours des manipulations. Nous pouvons mentionner la mise en évidence d’oxydations de

méthionine sur plusieurs peptides, correspondant probablement a des modifications normales
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des peptides au cours de la purification (traitements, exposition a I’air des échantillons). Nous
n’avons donc pas pris en compte ces modifications dans notre analyse. Ainsi, apres
élimination des peptides ne correspondant pas aux criteres fixés, nous nous sommes focalisés
sur 13 et 32 phosphopeptides dont la quantité est augmentée et diminuée en présence d’UII,

respectivement.

3.2.1. Effets de I’UII sur la phosphorylation de peptides

Dans la présente étude, nous nous sommes en premier lieu intéressés aux effets de I’UIL
initiés deés 5 min, et qui se maintiennent sur une durée de 30 min. Les données obtenues apres
traitement a I’UII de 5 et 30 min ont été comparées aux données correspondant au traitement
par 'UII (au temps 0) ou sans traitement (absence de sérum, SVF) a 0, 5, 30 min, et
analysées grace au logiciel Progenesis (Nonlinear Dynamics Limited). Sur ’ensemble des
peptides dont la quantité est augmentée en présence d’UIl a 5 et 30 min (Tableau 17), 10
peptides ont un site de phosphorylation clairement identifié (sérine 81%, thréonine 19% et
tyrosine 0%). Les proportions des résidus phosphorylés sont comparables avec celles
retrouvées dans d’autres études de phosphoprotéome (Olsen et al., 2006; Christensen et al.,
2010). Parmi les protéines identifiées, 6/13 sont décrites dans la littérature comme ayant une

implication dans les processus de migration et d’adhésion cellulaire (Tableau 17).

. Facteur de ..
- Site de o . - Localisation
Gene Protéine . . variation p-Value Fonctions principale .
modification . cellulaire
maximum
EF1G Elongation factor 1- ND 10,59 0,028 Facteur d elongatlon dela Cytoplasme
gamma traduction
FRIH  Ferritin heavy chain 179, S183 4,97 0,002 Stockage du fer Cytoplasme,
mitochondrie
Progression du cycle
S100 calcium cellulaire, différenciation,
S100A10 binding protein A10 ND 438 0,026 traficking, remodelage du Cytoplasme
cytosquelette
Microtubule- $526, 5527 2,38 0,041 -
MAPI1A associated protein Oigggizsiion Fiu CeEg et Cytoplasme
1A $2022 1,63 0,019 et des microtubules
Sous

PAXI Paxilline T284, S287, S288 2,12 0,040 Régulation des adhésions ~ membranaire,

protrusions

RLAO 60S aczdlc'rzbosomul 5304, 5307 1,96 0,041 Traduction Cytoplasme,

protein PO noyau
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5’-AMP-activated L, .
Sous-unité régulatrice de

AAKB1 proten? kinase 5108 1,80 0,038 I AMPK Cytoplasme
subunit beta-1
Anti-inflammatoire, Cytoplasme,
ANXA1 Annexine A1l ND 1,80 0,032 prolifération, apoptose, sous-
migration... membranaire
Heterogeneous 5271 1,71 0,033 . )
HNRPU nuclear L1a1sonr§:;f;§1§me et Noyau
ribonucleoprotein U T286 1,47 0,001
TRI18 Midline-1 T247 1,56 0,014 Ubiquitine ligase Cytoplasme
Organisation du
MYH9 Myosine 9 ND 1,55 0,031 cytosquelette, motilité, Cytoplasme
migration
Glyceraldehyde-3-
G3p phosphate ND 1,52 0,049 Meétabolisme énergétique Cytoplasme
dehydrogenase
SMR(C1 SWUSNEcomplex o s330 1,28 0,004 Remodelage de la chromatine ~ Noyau

subunit SMARCC1

Tableau 17. Description des protéines dont la quantité de peptide est augmentée apres un
traitement a I’UII de 5 a 30 min. Les protéines surlignées en violet correspondent & des protéines
impliquées dans les processus de migration et d’adhésion.

L’alignement des séquences peptidiques comprenant un résidu phosphorylé apres
traitement en présence d’UII, ne permet pas d’obtenir un motif consensus précis (Figure 39).
En effet, de part et d’autre du résidu phosphorylé (en position 5), aucun acide aminé ne

semble étre plus représenté que les autres. Ces données pourraient indiquer que les effets de

I’UII sur les protéines pourraient étre relayés par plusieurs types de kinases.
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Figure 39. Représentation de la fréquence de distribution des acides aminés dans les peptides

phosphorylés apres un traitement a I’UIL. Un alignement de séquence a été réalisé en prenant

I’acide aminé phosphorylé comme repere (en position 5). La représentation « en logo » a été réalisée a
partir du logiciel libre WebLogo (http://weblogo.berkeley.edu).

Pour la protéine S100A10, le peptide identifi€é n’a pas de site de phosphorylation

clairement caractérisé dans une séquence consensus (bien que le peptide contienne un Trp et

une Tyr) mais il est 4,38 fois plus abondant dans les échantillons traités a 1’UIIL. De plus, il

apparait que ce peptide est 2,23 fois plus abondant dans les cellules traitées a I’UII pendant 30
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min que dans celles exposées a I’'UIl pendant seulement 5 min. La protéine S100A10
appartient a la famille des protéines de liaison au calcium S100 et est souvent liée a
I’annexine A2 formant un complexe hétérotrétamérique (Kassam et al., 1998). Cette derniere
semble jouer un role important dans la polarisation cellulaire, I’activation des protéines Rho
GTPases et contribue, via le recrutement de Cdc42 aux adhésions cellule-cellule (Grieve et
al., 2012). De plus, la sous-unité SI00A10 possede un résidu lysine capable de lier le uPA et
le plasminogene favorisant la conversion du plasminogene en plasmine (Macleod et al.,
2003). Cette protéine potentiellement sécrétée, favorise donc la protéolyse péri-cellulaire et
augmente ’'invasion tumorale (Madureira et al., 2012). Par ailleurs, une étude a démontré par
I’utilisation d’ARN interférant que la SIO0A10 participe a la migration cellulaire en régulant
le réseau de filaments d’actine (Jung et al.,, 2010b). Etant donné qu’aucun site de
phosphorylation n’a été décrit dans la littérature pour cette protéine, et qu’aucun mode
d’activation par phosphorylation n’a été mentionné, ce résultat ouvre de nouvelles possibilités
de régulation de la polarisation cellulaire notamment via 1’activation de RCPGs capables de
relayer des voies de signalisation dépendantes des protéines G et/ou des boucles
intracellulaires.

Deux peptides ont €été identifiés pour la protéine MAPIA présentant des facteurs
d’amplification de 2,38 et 1,63, respectivement, et pour I’un d’entre eux, deux sites de
phosphorylation ont été attribués. 1l apparait qu’entre 5 et 30 min, la quantité du premier
peptide est restée stable, alors que celle du second a diminué (rapport de 0,77) suggérant que
I’effet maximum de I’UII sur cette protéine est rapide. La phosphorylation de la protéine
MAPIA augmente sa liaison aux microtubules et leur stabilisation (Faller and Brown, 2009;
Noiges et al., 2002) alors que I'inhibition de MAPIA par un siRNA bloquerait la croissance
gliomale chez des rats en inhibant la mitose cellulaire (Matsuno et al., 2004). Ici, ’'UII
entraine la phosphorylation et 1’activation de cette protéine confirmant un rdle du peptide

dans la stabilisation des microtubules et la croissance gliomale.
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La paxilline est une protéine importante pour la formation et surtout la maturation des
adhésions au sein de complexes impliquant la vinculine et la taline (cf. Chapitre I, §1.1.3, cf.
Résultats partie 1). Notre étude révele la présence d’un peptide correspondant a cette protéine
dont la quantité est 2,12 fois plus importante en présence d’UII qu’en condition controle. I1
apparait que le peptide est plus abondant apres 5 min (220%) qu’apres 30 min de stimulation
(203%) suggérant que la phosphorylation de la paxilline est un phénomene rapide. Le logiciel
a détecté 3 sites potentiels de phosphorylation sur ce peptide correspondant a deux serines et
une thréonine. Bien que I’activation de la paxilline soit principalement caractérisée par la
phosphorylation de résidus tyrosine, il apparait que des résidus Ser/Thr mis en évidence dans
notre étude sont également phosphorylés (Brown and Turner, 2004). En effet, I’activation des
intégrines (De Nichilo and Yamada, 1996; Bellis et al., 1997), 'EGF (Terfera et al., 2002),
I’'IL-3 (Salgia et al., 1995) ou encore I’ANG-II ( (Brown and Turner, 1999) conduisent a la
phosphorylation de certains résidus sérine de la paxilline, via certaines kinases de types PKC,
MAPKSs ou PAK (Brown and Turner, 2004). Bien que les sites de phosphorylation (T284,
S287, S288) que nous avons mis en évidence n’aient pas été décrits chez I’Homme, notre
étude suggere que I'UIl est capable de phosphoryler la paxilline au niveau de sites
spécifiques, contribuant de facon majeure aux effets de I’ UII sur I’adhésion cellulaire.

Notre analyse phosphoprotéomique révele la présence en quantité plus importante (facteur
1,80) d’un peptide issu de I’annexine I dans les conditions traitées UIL et ce de manicre plus
importante apres 5 min de traitement, suggérant la encore, une action rapide de 1’UII sur cette
protéine. L’annexine I est une protéine capable de lier la membrane plasmique en présence de
calcium. Cette protéine peut €tre phosphorylée par de nombreuses kinases de types PKC,
PKA ou encore transient receptor potential cation channel, subfamily M, member 7 (TRPMT7)
(Lim and Pervaiz, 2007) et de fagon intéressante par la LIMK (Coté et al., 2010), une des
protéines partenaires de I’UT identifiée en double-hybride (voir Résultat partie 2). Bien

qu’elle ait été étudiée principalement pour son rdle dans I’inflammation, I’annexine I exerce
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également des effets sur la prolifération ou la migration cellulaire. Les effets de 1’annexine |
sur la migration pourraient résulter de ’activation de récepteurs des peptides formylés
(Bizzarro et al., 2012) ou de I’expression de métalloprotéases matricielles (Kang et al., 2012).
De maniere intéressante, cette protéine peut étre sécrétée par la zone perinécrotique des
glioblastomes et agit, en tant qu’agoniste des récepteurs aux peptides formylés sur la
croissance tumorale (Yang et al, 2011). Sur le peptide identifié ici, aucun site de
phosphorylation n’a été attribué.

La myosine 9 est une protéine de la famille des non-muscle myosin et forme la chaine
lourde de la myosine 2A. De ce fait, elle est largement impliquée dans la migration cellulaire.
Dans notre étude, nous montrons que la myosine 9 se trouve en quantité plus importante dans
les échantillons traités a 1’UII (facteur de variation de 1,55) avec un effet plus important a 30
min (185%) qu’a 5 min (124%). Bien qu’aucun site de phosphorylation n’ait été attribué dans
notre analyse pour ce peptide, il contient néanmoins 2 sérines (S1713 et S1714). La myosine
2A est impliquée dans de nombreux processus i.e., la migration, I’adhésion et la polarisation
cellulaire (Vicente-Manzanares et al., 2009) et est régulée par de nombreuses kinases qui
phosphorylent ses chaines lourdes et 1égeres. Alors que les chaines 1égeres sont phosphorylées
par des kinases telles que ROCK ou MLCK, les chaines lourdes dont fait partie la myosine 9

sont principalement phosphorylées par les PKC et TRPM?7 (Vicente-Manzanares et al., 2009).

3.2.2. Effets de I’UII sur la déphosphorylation de peptides
Notre analyse phosphoprotéomique nous a permis d’isoler des peptides dont la quantité est
diminuée par un traitement a I’UIl (Tableau 18). Sur I’ensemble des peptides listés ci-
dessous, seulement 9 ont un site de phosphorylation clairement identifié (serine 78%,
thréonine 11% et tyrosine 11%). Sept de ces 32 protéines identifiées jouent un role dans les

processus de migration et d’adhésion cellulaires.

- 258 -



Facteur de

. Site de . Fonctions Localisation
Gene Protéine ... .. _ Vvariation p-Value . . .
modification . principale cellulaire
maximum
PEST proteolytic signal
PCNP containing nuclear 5120 =0 0,0002 N.D. Noyau
protein
Mierati hési
FLNB Filamine B N.D. ~0 0,0001 EROLEEGawn, e e
signalisation
) Synthése de
TEBP Prostaglandin E S115 0,10 0,0444  prostaglandine, activité Cytoplasme,
synthase 3 | , Noyau
télomérase
Fructose-bisphosphate Métabolisme
.D. 2 topl
ALDOA aldolase A N 0,26 0,0303 énergétique Cytoplasme
SFPQ Splicing factor, proline- N.D. 0,28 0,0478  Maturation des ARNm  Cytoplasme
and glutamine-rich
KH domain-containing,
KHDR1 (NAbinding signal $20 0,28 00122 Maturationdes ARNm, (o e noyau
transduction-associated facteur de transcription
protein 1
S425 0,31 0,0070 Migration,
. réarrangement du
Taline 1 Cytopl
TLN1 aune Y2530 0,60 0,0444 cytosquelette, liaison ytoplasme
aux intégrines
; ; N.D. 0,40 0,0144
RL35A 605 ribosomal protein Participe a la traduction ~ Cytoplasme
L35a N.D. 0,65 0,0415
Histidine triad N.D 041 0,0416
- ’ ’ Hydrolyse d
HINT1 nucleotide-binding 1?1] (I:IOé Ztsiileses Mitochondrie
protein 1 N.D. 0,44 0,0494 u
Pyruvate kinase Métabolisme
.D. 42 124 topl
KPYM isozymes M1/M2 N 0 0.0 énergétique Cytoplasme
Plasminogen activator .
L o Régule la stabilité des
PAIRB inhibitor 1 RNA—blndzng N.D. 0,44 0,0316 ARNm de PALL Cytoplasme
protein
Protéine chaperonne qui
T-complex protein 1 participe au repliement
.D. 4 1 topl
TCPE subunit epsilon N 045 0,0136 de l'actine et de la Cytoplasme
tubuline
N.D. 0,49 0,0469 iorati =
FLNA Filamine A Mlgrfmoni adheswn, Cytoplasme
N.D. 0,67 0,0459 signalisation
Protein-glutamine
TGM2 gamma- N.D. 0,50 0,0397 Transglutaminase Cytoplasme
glutamyltransferase 2
) 2.q N Matri
TENA Tenascin precursor 0,54 0,0485 Adhésion, migration atrice .
extracellulaire
L-aminoadipate-
semialdehyde
ADPPT dehydrogenase- N.D. 0,55 0,0468 Meétabolisme Cytoplasme
phosphopantetheinyl
transferase
DNA-repair protein . . ,
XRCC1 XRCCI S236, 5241 0,56 0,0283  Réparation de 'ADN Noyau
0,56 0,0109 . Cytoplasme,
’ ’ Fonct td
CALU  Calumenin precursor N.D. oncrlef)tliicnelm;n v réticulum
0,68 0,0147 o endoplasmique
TRA2B  ‘Plicins factor T201 0,55 0,038  Maturation des ARNm Noyau
arginine/serine-rich 10
) Protéine chaperone,
Heat shock protein HSP !
HS90A ears ;Z_{th;m 5 N.D. 0,56 0,0189 maturation et repliement  Cytoplasme
P des protéines
Chromodomain-helicase- Repression de la
.D. 1
CHD4 DNA-binding protein 4 N 0,59 0,003 transcription Noyau
CS043 Uncharacterized protein N.D. 0,59 0,0264 N.D. N.D.
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UBAS6 Uhlq'uztzr'l—llke modifier- ND. 0,59 0,0190 A::tl\{atl.OI.l de Cytoplasme
activating enzyme 6 'ubiquitine
. 5255 0,61 0,0037 Protéine chaperone,
Heat shock protein HSP 4 4
HS90B ears 09C O—Zzzaem S maturation et repliement  Cytoplasme
N.D. 0,63 0,0403 des protéines
LMNA Lamine A/C N.D. 0,63 00280 tabiliténucléaire, Noyau
expression des genes
Calpain-2 catalytic Protéase impliquée dans
.D. 4 17 It
CAN2 subunit precursor N b 15L I’adhésion Criemkeie
Forme cellulaire,
. . motilité, migration Cytoplasme,
VIME Vimentine N.D. 0,64 0,0176 .
adhésion, transport cytosquelette
cellulaire
Transport des protéines
RAN GTP—bind?ng nuclear ND. 0,64 0,0313 et ARNII.I, organisation Cytoplasme,
protein Ran des microtubules, noyau
signalisation
PGK1 Phosphoglycerate kinase ND. 0,69 0,0126 l\{letab(,)l}sme Cytoplasme
1 énergétique
Meétaboli
ACLY  ATP-citrate synthase S455 0,70 0,0005 eraposme Cytoplasme
energetique
Liaison des filaments
ACTN4 Alpha-actinine 4 N.D. 0,73 0,0158 d’actines, adhésion, Cytoplasme
migration
ZNF254 zinc finger protein 254 N.D. 0,81 0,0292 N.D. Noyau

Tableau 18. Descriptif des protéines dont la quantité de peptides est diminuée apres un
traitement a I’UII. Les protéines surlignées en violet correspondent a des protéines impliquées dans
les processus de migration et d’adhésion. N.D.: non déterminé.

La filamine B est une protéine appartenant a la famille des filamines composée de 3
membres, les filamines A, B et C. La filamine B, comme les autres membres de la famille, est
une protéine de liaison a 1’actine qui participe a la migration et a I’adhésion cellulaire. Cette
protéine qui est préférentiellement exprimée dans le tissu vasculaire (Del Valle-Pérez et al.,
2010) est retrouvée au niveau de la zone pseudopalissadique des gliomes, et son expression
est stimulée par un environnement hypoxique (Nissou et al., 2013). Notre étude de
phosphoprotéomique révele qu'un peptide issu de cette protéine est identifié uniquement en
condition contrdle, suggérant qu’en présence d’UII (10®M, 5 ou 30 min = facteur de variation
infini), une déphosphorylation majeure du peptide et/ou une dégradation est consécutive a
I’activation de ’'UT. Aucun site de phosphorylation n’a été attribué a ce peptide alors qu’il
contient une sérine (S1433). Une autre étude de phosphoprotéomique réalisée a grande échelle
(Olsen et al., 2010) a mis en évidence I’existence d’une phosphorylation de ce site S1433,

mais n’y a pas associé de fonction. Il a été€ démontré qu’une déphosphorylation de la filamine
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A et de la filamine C initie un clivage par la calpaine (Guyon et al., 2003; O’Connell ef al.,
2009), conduisant a leurs inactivations. La filamine A, décrite dans la partie 2 des résultats,
participe a de nombreux processus cellulaires tels que la signalisation, le trafic subcellulaire,
I’adhésion et la migration. Notre analyse montre que I’ UII entraine aussi une diminution de la
quantité de peptides phosphorylés issus de la filamine A. On en dénombre deux, qui
présentent 3 (S1367, T1369 et T1370) et 5 (T1603, Y1604, T1605, Y1608 et T1613) résidus
phosphorylables respectivement avec une diminution de 45% et 25% a 5 min et 57% et 40% a
30 min. Ces sites, n’ont pas, a notre connaissance €té décrits dans la littérature. Néanmoins, il
est possible de noter que comme pour la filamine B, une déphosphorylation de certains
résidus de la filamine A déclenche son clivage par la calpaine. Ainsi, nous pouvons suggérer
que I’UII contrdle la déphosphorylation des filamines A et B, entrainant leurs clivages et
I’inhibition de I’activité de ces dernieres. Les travaux de Del Valle-Pérez et coll., qui montrent
qu’'une déplétion en filamine B réduit la motilité des cellules endothéliales et favorise la
formation des adhésions focales (Del Valle-Pérez et al., 2010), laissent supposer qu’une
concentration homogene d’UII catalyse la déphosphorylation des filamines A et B et renforce
les adhésions focales.

La taline est une protéine largement impliquée dans I’adhésion cellulaire comme décrit
dans le chapitre I, §1.3. C’est I'une des premicres protéines recrutées a I’extrémité
cytoplasmique des intégrines lors de leur activation. Dans notre étude, un traitement a I’UII
provoque une déphosphorylation de la protéine au niveau de la sérine 425 (S425, facteur 0,31)
et de la tyrosine 2530 (Y2530, facteur 0,60), plus marquée a 5 (70 et 51%) qu’a 30 min (68 et
28%). Ces deux sites de phosphorylation ont été retrouvés lors d’une cartographie des sites de
phosphorylation de la taline par spectrométrie de masse (Ratnikov er al., 2005). A I’heure
actuelle, on ne connait pas le type de kinase capable de phosphoryler la Y2530, alors que la
CDKS ou la PKC phosphoryleraient la S425 (Ratnikov et al., 2005; Critchley, 2009). 1l a été

démontré que la déphosphorylation de cette dernicre entraine I’ubiquitinylation et la
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dégradation par le protéasome de la téte de la taline, favorisant le turnover des adhésions
focales (Critchley, 2009). Ainsi, 'UIl en induisant la déphosphorylation de la taline
permettrait le turnover des adhésions focales, favorisant ainsi la migration cellulaire.

La tenascine est une protéine de la matrice extracellulaire dont I’expression est élevée dans
les gliomes et corrélée a 1’angiogenese tumorale (Zagzag et al., 1995). Un anticorps dirigé
contre cette protéine en cours de test en phase clinique II, prolonge la médiane de survie des
patients atteints d’un gliome (Reardon ef al., 2002). La tenascine agit sur la migration et
I’invasion des cellules tumorales gliales et aussi sur la formation des microvaisseaux
(Deryugina and Bourdon, 1996; Zagzag et al., 2002; Hirata et al., 2009). Notre étude de
phosphoprotéomique révele une diminution de la quantité de peptides issus de la ténascine
(rapport 0,54) de 30% apres 5 min et 63,5% apres 30 min de traitement. Ce peptide contient
une sérine en position 2178 (S2178) dont I’état de phosphorylation n’a pas été répertorié dans
la littérature. 11 est donc envisageable qu’une diminution de la quantité de tenascine
phosphorylée dans les cellules U87 soit associée a un signal de sécrétion libérant cette
derniere dans le milieu extracellulaire en réponse a I’ UIL.

Notre analyse a mis en évidence la diminution d’un peptide issu de la sous-unité
catalytique de la calpaine II, une enzyme qui catalyse la protéolyse spécifique de protéines du
cytosquelette et des voies de signalisation dont les protéines ont été décrites précédemment
(filamines). Le traitement pendant 5 et 30 min conduit a une diminution de 1’abondance de ce
peptide de 25 et 40%, respectivement qui possede une sérine en position 20 (S20) dont 1’état
de phosphorylation n’est pas répertorié dans la littérature. La calpaine II est classiquement
activée par le calcium (Croall and DeMartino, 1991), néanmoins, elle peut étre directement
phosphorylée par la PKA (Shiraha er al., 2002) ou par ERK (Glading et al., 2004). La
phosphorylation de la calpaine peut entrainer a la fois son inhibition ou son activation selon
I’acide aminé modifié (Shiraha et al., 2002; Glading et al., 2004). Enfin, la calpaine II est

exprimée dans les gliomes et son inhibition par des ARN interférents provoque une
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diminution importante de 1’invasion des cellules tumorales in vivo (Jang et al., 2010; Lal et
al., 2012). Nous proposons que I’UII, en permettant la déphosphorylation d’un résidu de la
calpaine II, stimule son activité catalytique, vis-a-vis de certaines protéines, dont celles
décrites ici.

La vimentine est une protéine appartenant aux « filaments intermédiaires », qui est
particulierement exprimée dans les cellules mésenchymateuses. Cette protéine exerce un role
important dans le positionnement des organelles dans la cellule en se liant au noyau, au
réticulum endoplasmique et aux mitochondries. Durant le processus de migration, la
vimentine participe au remodelage des filaments intermédiaires (Ridley, 2001). Par ailleurs, il
a récemment été démontré que la liaison des filaments intermédiaires de vimentine aux
adhésions cellulaires est nécessaire a I’étalement des cellules (Lynch et al., 2012). En accord
avec ces données, cette protéine est hautement exprimée dans les cellules infiltrantes issues
d’astrocytomes (Rutka et al., 1999). Dans notre étude, un phosphopeptide issu de la vimentine
est diminué dans les échantillons incubés en présence d’UII (facteur 0,64). Le peptide n’a pas
été isolé avec un groupement phosphate mais possede néanmoins une thréonine (T165) qui
n’est pas répertoriée dans la littérature comme site de phosphorylation. Pour ce peptide, nous
observons une diminution de la quantit¢ de 31,6 et 39,6% a 5 et 30 min de traitement
respectivement. La déphosphorylation de la vimentine par la PP2A permet la stabilisation des
filaments intermédiaires (Turowski et al., 1999). Ainsi, I’UII pourrait initier un premier signal
d’activation d’une phosphatase telle que la PP2A, et entrainer la déphosphorylation de la
vimentine, pour stabiliser les adhésions cellulaires.

Les a-actinines sont des protéines du cytosquelette qui lient les filaments d’actine. De ce
fait, elles exercent des effets sur le réarrangement du cytosquelette, sur la migration et
I’adhésion cellulaire. Le role de I’a-actinine dans la maturation des adhésions cellulaires a été
abordé dans le Chapitre I, §1.3.3. L’a-actinine 4 joue un rdle important dans I’invasion des

cellules cancéreuses et son expression est corrélée positivement au grade des gliomes dans
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lesquels elle est fortement exprimée, en particulier dans les cellules de la zone
pseudopalissadique (cellules en hypoxie) (Fukushima et al., 2013). L’inhibition de I’a-
actinine 4 dans des lignées de gliome (dont la lignée U87) réduit la motilité et I’adhésion de
ces cellules (Quick and Skalli, 2010). Nos résultats révelent qu'un peptide issu de I’a-actinine
4 est significativement plus abondant dans les conditions contrdles que dans les conditions
traitées (facteur 0,73). Bien qu’aucun groupement phosphate n’ait été détecté sur ce résidu au
cours des étapes d’identification, le peptide présente une sérine en position 642 (S642), un site
de phosphorylation non décrit dans la littérature. L’a-actinine dans son état déphosphorylée
est capable de lier les filaments d’actine ensemble et favoriser la maturation des adhésions
(von Wichert et al. 2003). Ainsi I’UIL, en stimulant la déphosphorylation de 1’a-actinine 4

pourrait entrainer la maturation des adhésions cellulaires.

4. Conclusion

L’ensemble des données obtenues par 1’analyse du phosphoprotéome des cellules de
glioblastome U87 traitées par le peptide UIl nous a permi d’approfondir nos connaissances
sur les voies de signalisation et les protéines effectrices relatives aux effets d’une
concentration homogene de ligand sur les mécanismes de migration et d’adhésion
cellulaires. En effet, 29% des peptides identifi€s sont issus de protéines impliquées dans les
processus de réarrangement du cytosquelette et d’adhésion. La phosphorylation de certaines
de ces protéines en présence d’UII pourrait étre relayée par des kinases potentiellement
activées par 'UT telles que la PKC, la PI3K, la ROCK ou encore la LIMK. A l’inverse,
aucune phosphatase n’est identifiée dans les voies de signalisation activées par I’UT. Nous
pouvons établir un schéma hypothétique montrant le réle de 'UT sur les mécanismes de
phosphorylation et déphosphorylation des protéines impliquées dans la migration et

I’adhésion cellulaires (Figure 40).
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Figure 40. Représentation schématique des différentes voies de phosphorylation et
déphosphorylation associées a ’activation de I’UT dans une lignée de glioblastome. Des cellules
de glioblastomes de la lignée U87 sont incubées en absence de sérum et en présence d’une
concentration homogene d’UII (10®* M) pendant 5 ou 30 min. L’analyse du phosphoprotéome suggere
que I’UII déphosphoryle un certain nombre de protéines impliquées dans la migration et 1’invasion
cellulaire, et phosphoryle des protéines du cytosquelette importantes dans la maturation des adhésions
focales.

Les données obtenues sont le résultat d’une seule expérience et 2 expériences identiques
déja menées sont en cours d’analyse. Il est intéressant de noter qu'un certain nombre de
protéines candidates dans les résultats décrits en premiere (vinculine) et deuxiéme partie
(filamine A), sont retrouvées dans I’analyse du phosphoprotéome. L’apport de nouvelles
données nous permettra de conforter celles déja obtenues et d’affiner les voies de
signalisation de I’UT par des analyses de Western blot et des co-immunoprécipitations. Le
role potentiel de certaines d’entre elles sera recherché dans le développement des gliomes de
haut grade avec néoangiogenese. Enfin, nous ne nous sommes pas focalisés sur des protéines

associées au métabolisme cellulaire, mais les travaux menés actuellement dans 1’équipe par le
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Dr Fabrice Morin et son étudiant Pierre Mickael Coly, montrent que I’UII inhibe 1’activité

autophagique des cellules HEK293 exprimant I’UT.
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Discussion-Conclusion

La migration chimiotactique est un processus cellulaire majeur, impliqué en particulier
au cours du développement, dans les processus inflammatoires ainsi que dans la progression
tumorale, participant aux processus métastasiques, a 1’invasion du parenchyme sain, a la
colonisation cellulaire tumorale et/ou a la néoangiogenese. Les patients atteints de tumeurs
cérébrales gliales de haut grade telles que le glioblastome présentent actuellement une
médiane de survie de seulement 15 mois, en raison principalement d’un taux de récidive
extrémement élevé. En effet, le haut niveau d’agressivité des glioblastomes est caractérisé par
I’invasion des cellules tumorales dans le parenchyme cérébrale sain et la néovascularisation
associée au statut tumoral tres hypoxique.

Dans ce contexte, les peptides vasoactifs et leurs récepteurs, classiquement impliqués dans
les processus angiogéniques et invasifs, constituent de nouvelles cibles thérapeutiques. Les
travaux précédemment réalisés dans I’équipe avaient mis en évidence la présence d’ARNm
codant le récepteur UT ainsi que la protéine dans les astrocytes corticaux de Rat en culture
(Castel et al., 2006), et montré que 1’UII interagit avec des sites de tres haute affinité et de
haute affinité, couplé a la voie Gq—PLC—IP3—Ca2+, G;-PIPs sensibles a la PTX, et aux canaux
calciques de type T (Castel et al., 2006; Diallo et al., 2008; Jarry et al., 2010). De plus, nous
avions démontré que I’activation du site de tres haute affinité pour I’UII, qui ne reconnait pas
I’URP, relaye la prolifération des astrocytes en culture (Jarry et al., 2010), suggérant que le
systeme urotensinergique joue un rdole majeur dans ’activité des astrocytes en condition
physiopathologique.

Le peptide et son récepteur sont en effet exprimés dans de nombreux types de tumeurs dont
des lignées de glioblastome (Takahashi er al., 2001). Des études fragmentaires ont démontré
que dans des lignées de tumeurs prostatiques LnCap, I’UII favorise la motilité et I’invasion
des cellules tumorales (Grieco et al., 2011) et qu’elle stimule la croissance des tumeurs et

I’infiltration des macrophages dans des adénocarcinomes pulmonaires (Zhou et al., 2012).
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Ainsi, 'UT et/ou I'UII, exprimés dans les glioblastomes, pourraient exercer des rdles
multicellulaires sur I’invasion du parenchyme nerveux par les cellules tumorales gliales, la
néoangiogenese et la chimioattraction des macrophages pro-angiogéniques, et constituer des
cibles thérapeutiques prometteuses.

Dans la présente étude, nous avons démontré que le peptide UII et son récepteur UT sont
exprimés dans plusieurs lignées d’astrocytomes et de glioblastomes, dans des explants frais en
culture issus de glioblastome de patients, ainsi que dans des coupes en paraffine de
glioblastomes. L’expression de I’UII et de son récepteur avait déja pu €tre mise en évidence
dans des lignées tumorales de phéochromocytomes (Aita ef al., 2010), d’adénocarcimones
pulmonaires (Wu et al., 2010; Zhou et al., 2012), de rhabdomyosarcomes (Douglas et al.,
2004b; Batuwangala et al., 2009), ou encore de gliomes (Takahashi et al., 2001). Nos travaux
montrent que I’UT est principalement localisé dans le compartiment cytosolique et dans le
noyau des cellules de la lignée d’astrocytome SW1088 et de glioblastome U887, comme
précédemment décrit par notre équipe et d’anciens collaborateurs du laboratoire (Desrues et
al.,2012; Nguyen et al., 2012). Les données de Nguyen et coll. suggerent que I’UT présentent
dans sa troisieme boucle cytosolique intracellulaire une séquence de rétention nucléaire K-R-
A-R-R, qui favoriserait I’inclusion du récepteur a la membrane nucléaire ou dans le noyau, lui
permettant d’exercer une activité transcriptionnelle (Nguyen et al., 2012). Ce concept original
est actuellement tres controversé dans la littérature, mais certaines données montrent que des
RCPGs de la classe Rhodopsine dont fait partie I'UT, i.e. ATIR, ETB, LPA1 ou CXCR4
peuvent étre retrouvés dans le compartiment nucléaire et signaliser a ce niveau (Gobeil et al.,
2006). En accord avec un role potentiel de I’'UT dans le noyau, nous avons isolé huit protéines
partenaires potentielles du domaine C-terminal de I’UT dont cinq semblent présenter une
localisation péri- et/ou intra-nucléaire, et dont au moins une peut étre transloquée jusqu’au

noyau.
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En effet, parmi les protéines capables éventuellement de réguler le trafic de I’UT, nous
avons caractéris€é la filamine A par double-hybride. Dans les cellules A7 exprimant la
filamine A ainsi que dans les lignées de gliomes, I’'UT est principalement cytosolique. De
plus, I’'UII entraine la déphosphorylation de la filamine A dans les SW1088 (qui expriment la
filamine A), accompagnée d’un clivage de cette derniere. Des travaux antérieurs avaient
montré que la forme déphosphorylée et clivée de la filamine A pouvait se trouver relocalisée
au niveau nucléaire dans une lignée de cellule Hela (Loy et al., 2003). De manicre
intéressante, une analyse in silico nous a conduit a identifier au niveau de I’UT une séquence
de rétention nucléaire dans la séquence comprise entre les aa 243 et 252 (http://nls-
mapper.iab.keio.ac.jp/cgi-bin/NLS_Mapper_form.cgi; Kosugi et al., 2009), mais aussi un site
de clivage potentiel de type thrombine au niveau de I’aa 206 (http://web.expasy.org/cgi-
bin/peptide_cutter/peptidecutter.pl). Ces informations permettent de suggérer que I’UT sous
sa forme enticre ou bien son dernier domaine 206-389 clivé pourrait €tre co-transporté
jusqu’au noyau par le fragment 16-24 de la filamine A, et interagir avec des protéines
nucléaires. En effet, nous avons montré la possible interaction du domaine Cterm de I’'UT
avec des facteurs de transcription tels que ZNF668, une protéine récemment considérée
comme « suppresseur de tumeur » puisqu’elle stabilise p53 en interagissant avec MDM?2 (Hu
et al., 2011), KDM6A, une démethylase nécessaire a la migration des cellules germinale en
réponse au SDF-1 (Thieme et al., 2013), ou encore KAT-5, une histone acétyl-transférase
inhibant le processus métastasique des mélanomes (Chen et al., 2012a) et favorisant
I’autophagie (Lin et al., 2012b). Il est important de noter que cette potentielle activité
régulatrice de I’UT au niveau nucléaire est aussi corroborée par notre étude
phosphoprotéomique. Cette étude révele qu’une incubation courte des cellules de
glioblastome U87 en présence d’UII, entraine la phosphorylation ou la déphosphorylation des
protéines HNRPU, SMRCI1, PCNP, CHD4 et ZNF264. Ainsi, la localisation nucléaire de

I’UT n’est vraisemblablement pas a relayer au rang de conséquence physiopathologique de la
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tumorigenese, mais peut constituer, comme démontré pour d’autres RCPGs, une voie de
« signalisation » originale dont la caractérisation suggerera de nouvelles pistes thérapeutiques.

Dans les biopsies de glioblastome issues de patients, nous observons pour la premiere fois
que I’UT est exprimé dans le cytoplasme et a la membrane plasmique, mais aussi dans le
noyau de certaines cellules tumorales gliales, et dans le cytoplasme de cellules endothéliales
de néo-vaisseaux. Or le systeme urotensinergique est hautement exprimé dans le systeme
cardiovasculaire et exerce des effets néoangiogéniques sur les microvaisseaux cérébraux
(Spinazzi et al., 2006) et les cellules HUVEC (Albertin et al., 2009; Guidolin et al., 2010;
Diebold et al., 2012). Ainsi, I’expression de I’UII dans les mémes cellules tumorales, ainsi
que dans le compartiment vasculaire apporte des éléments de preuve quant au role
autocrine-paracrine du systeme urotensinergique dans le développement des tumeurs
cérébrales. Nous avons donc recherché les mécanismes d’action du couple UII/UT dans le
développement des tumeurs cérébrales d’origine gliale. Nous avons démontré que 1’UII ne
modifie pas la progression du cycle cellulaire et la prolifération des cellules d’astrocytome et
de glioblastome ou bien de cellules HEK293 exprimant I’UT humain recombinant. Ces
observations sont en accord avec les données de Grieco et coll., montrant 1’absence d’effet
mitogénique de I’UIl ou d’un antagoniste de I’UT, I'urantide, sur des cellules tumorales
prostatiques (Grieco et al., 2011). Cependant, certaines données de la littérature dont les
notres, avaient suggéré une augmentation de la densité de cellules de carcinomes
adrénocortical ou rénal (Takahashi et al., 2003), ou d’astrocytes corticaux de Rat en présence
d’UIl (Jarry et al., 2010), évoquant davantage une augmentation de la survie cellulaire. Des
capacités anti-apoptotiques sans régulation du niveau de prolifération ont été démontrées sur
les gliomes dans le cas de la chimiokine « professionnelle » SDF-1 (Zhou et al., 2002). Les
voies ERK1/2 et Akt, classiquement activées par I’UIl dans d’autres types cellulaires y
compris les HEK-UT, ne semblent la encore pas modifiées par I’'UIl dans la lignée

d’astrocytome SW1088, comme précédemment observé sur des cellules tumorales
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prostatiques (Grieco et al., 2011). Enfin, nous montrons que 1’UII est incapable d’induire une
augmentation de [Ca®*]. dans les explants de gliome, dans les cellules SW1088 et U&7
natives, et surexprimant 1’UT, indiquant que dans ce contexte, le récepteur engage des voies
de signalisation préférentielles indépendantes de la voie Ca®*/IP; et ERK1/2/Akt. Ainsi, le
systeéme urotensinergique, classiquement couplé aux voies Gq/IP3/C32+, Ras/ERK et PI3K/Akt
dans de nombreux types cellulaires dits « normaux », pourrait dans des cellules tumorales
gliales, via le recrutement de protéines G et la sélection de voies de coulages spécifiques, se
comporter comme un systeéme chimiotactique professionnel.

En effet, les propriétés chimioattractantes de 1’UII ont précédemment été décrites sur des
fibroblastes de Rat (Zhang et al., 2008b, 2011), des cellules progénitrices endothéliales de Rat
(Xu et al., 2009; Yi et al., 2012) ainsi que sur des monocytes humains (Segain et al., 2007).
Dans nos lignées de gliome et les cellules HEK-UT, nous montrons qu’un gradient de faibles
concentrations d’UII stimule la migration chimiotactique cellulaire, un effet totalement
bloqué par un antagoniste peptidique de I’UT, I’urantide, et un antagoniste non peptidique, le
palosuran. Le potentiel chimiotactique pro-migratoire du récepteur UT est corroboré dans nos
études par les données de double-hybride et de phosphoprotéomique, puisque cing sur huit
des protéines interactantes et 29% des protéines régulées, respectivement, présentent des
fonctions majeures dans la migration/adhésion cellulaire.

Des études antérieures, dont certaines menées dans notre équipe, ont établit que 'UT est
couplé a la fois a la protéine Gy et a la protéine Gj, (Ziltener et al., 2002; Castel et al.,
2006; Song et al., 2006; Jarry et al., 2010). Afin de rechercher les voies de signalisation
associées a I’'UT impliquées dans la migration chimiotactique, nous avons testé les effets i) de
I’UTEry(aaa), un récepteur portant une mutation du motif ERY d’interaction aux protéines G,
ii) de la PTX, un inhibiteur de protéines Gj, ainsi que iii) des agents pharmacologiques
LY29002 et Y27632, inhibiteurs de PI3K et ROCK, respectivement. La perte complete de

I’effet chimiotactique de I'UII vis-a-vis des cellules HEK293 exprimant I’UTgryaaa), OU
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cotransfectées avec le siRNA dirigé contre Gy;3 suggere fortement 1’implication du couplage
aux protéines G;3 dans le mécanisme de migration induit par I’UIL De plus, ces effets de I'UII
sur la migration des SW1088 sont totalement bloqués par un inhibiteur de ROCK, et
partiellement bloqués par la PTX, soulignant I’implication majeure de la voie de signalisation
ROCK, et secondaire de la voie Gy, dans les effets chimioattractants de I’ UII. Nous avons en
effet confirmé, en collaboration avec les chercheurs de Sherbrook (Québec) et de I'IGF de
Montpellier, les capacités de couplage direct de I’UT aux protéines Gj, par la technique
BRET. Nous avons aussi mis en évidence ’existence d’un couplage direct entre I’'UT et la
protéine G;3 dans les HEK-UT, suggérant que la voie Rho/ROCK activée par un gradient de
faibles concentrations pourrait étre sous contréle d’une Gy, dans les gliomes. Simultanément,
la contribution de Gj, et de PI3K dans la migration induite par I’UII résiderait dans le
recrutement des effecteurs PIP3/RhoGEF/Rac et/ou Cdc42, indépendamment de la voie
PI3K/Akt dans les gliomes. En accord avec ces hypotheses, les deux voies de couplage
possibles G3/Rho et Ggyio/PI3K ont €été précédemment décrites pour le récepteur
chimiotactique professionnel CXCR4 (Tan et al., 2006), et les récepteurs chimioattractants du
LPA et du S1P (Panetti et al., 2000; Bian et al., 2006). Finalement, nous proposons que la
cascade de signalisation principale UT/G;3/RhoGEF/ROCK et la voie secondaire
UT/Ggyio/PI3K/RacGEF/Rac-Cdc42 controlent la migration chimiotactique des astrocytomes,
conduisant via Rho/ROCK a la contraction de I’actomyosine et a la dé-adhésion a I’arriere de
la cellule, et via PI3K/Rac, a la polymérisation de ’actine et a 1’adhésion a I’avant de la
cellule.

Les cellules de gliomes sont attirées par les capillaires endothéliaux in vitro (von Biilow et
al., 2001) et migrent le long des parois capillaires pour envahir le parenchyme cérébral (Farin
et al., 2006). Ainsi, considérant que I’UT est exprimé dans des biopsies de glioblastome de
patients et que 1I’UII est retrouvée dans le compartiment endothélial de certaines arteres, I’'UT

pourrait faciliter I’invasion des gliomes via I’exposition a un gradient d’UIl, entrainant la
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dissémination dans d’autres régions cérébrales. Une concentration forte et homogene du
peptide au voisinage des vaisseaux sanguins ou au cceur de la tumeur pourrait également jouer
un role dans 1’organisation du tissu et I’adhésion. Afin de tester cette hypothese, les cellules
SW1088 ont été exposées a des concentrations homogenes, basses et plus élevées, d’UII et la
distance parcourue par les cellules a été évaluée in vitro. Une faible concentration homogene
d’UIl stimule la motilité cellulaire et augmente la distance parcourue par les cellules
gliomales. Cependant, nous avons observé que la plus forte concentration d’UIl réduit
fortement la motilit¢ des cellules et que la rupture d’un gradient de concentration par
application du peptide des deux coOtés d’une chambre de Boyden bloque totalement la
migration/motilité. Ces données soulignent le caractere chimiotactique plutdt que
chimiokinétique de I’UIl, un mécanisme déja démontré sur les cellules de cancer de la
prostate apres 1’activation de CXCR4 par le SDF-1 (Taichman et al., 2002). Nous avons
également montré que les cellules HEK-UT et les gliomes présentent des propriétés
d’adhésion importantes apres exposition aux concentrations uniformes d’UIl. La méme
capacité a adhérer sur un substrat a été préalablement démontrée pour les cellules
endothéliales exprimant I’UT (Cirillo et al., 2008; Grieco et al., 2011; Yi et al., 2012; Watson
et al., 2013) et pour des mélanomes exprimant le CXCR4 (Monterrubio et al., 2009),
suggérant que I’UIl, en tant que chimiokine atypique, favorise fortement 1’adhésion. Cet effet
est totalement aboli par la PTX et partiellement inhibé par 1’inhibiteur de PI3K. Ainsi, comme
il a déja été démontré pour le SDF-1 dans la moelle épiniére humaine (Glodek et al., 2003), ce
processus d’adhésion impliquerait partiellement la cascade de signalisation Gj,/PI3K, en plus
d’une voie spécifique Gj,-dépendante, recrutée uniquement en présence d’une concentration
homogene de ligand. Des travaux montrant que les récepteurs des chimiokines sont capables
d’activer les intégrines via le complexe Py de la protéine Gj, et I’activation de la PI3K ou du
complexe PLC/RAP1 (Kinashi, 2005), permettent de suggérer le recrutement similaire des

intégrines par I’UII dans les gliomes.
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Durant les processus de migration et d’adhésion cellulaire, les RhoGTPases jouent un réle
crucial dans la régulation de la polymérisation de I’actine. En effet, 1’activation de Rac
favorise la polymérisation de ’actine a ’avant de la cellule au cours du chimiotactisme et
dans les protrusions telles que les lamellipodes, alors que Rho induit la formation de filaments
contractiles d’actomyosine et de fibres de stress. Dans notre étude, une concentration
homogene d’UII induit la polymérisation d’actine accompagnée par la formation de multiples
lamellipodes autour de la cellule. A 1’appui de ce résultat, la formation de fibres de stress
d’actine relayée par la voie Rho/ROCK a été préalablement décrite apres traitement de
cellules musculaires lisses par I’'UIl (Sauzeau et al., 2001; Matsusaka and Wakabayashi,
2006). Nous supposons que I’UT, lorsqu’il est activé par une concentration homogene d’UII,
est a la fois couplé a la voie Gy/PI3K/Rac pour favoriser la formation des protrusions et a la
voie G3/Rho/ROCK permettant la formation de fibres de stress d’actine. Dans ce contexte,
les kinases activées par 'UT comme ROCK ou PI3K pourraient entrainer la phosphorylation
des protéines régulatrices de la formation des fibres de stress et de protrusions. En accord,
notre analyse phosphoprotéomique a révélé qu’en présence d’une concentration homogene
d’UIl, la myosine 9 et la MAP1A sont phosphorylées, leur permettant de contribuer a la
contraction d’actine et a 1’organisation des microtubules, respectivement. Par ailleurs, une des
cibles connues de ROCK, la LIMK dont I’activation entraine une augmentation des fibres de
stress dans la cellule, est aussi une des protéines interactantes du domaine C-terminal de I’UT.
Nous pouvons donc émettre 1’hypothese que I’UT en recrutant la LIMK au voisinage de
ROCK activée, favoriserait la formation de fibres de stress.

L’¢élaboration de nouvelles protrusions et la polymérisation d’actine sont connues pour
induire ’engagement des intégrines et la formation de structures d’adhésions (Hotchin and
Hall, 1995) appelées complexes focaux et adhésions focales. Leurs formations requierent
I’agrégation de plusieurs protéines d’adhésions comme la taline, la vinculine et la paxilline.

Dans notre étude, une concentration homogene d’UII induit la formation de complexes focaux
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et d’adhésions focales révélée par la localisation et I’expression de la vinculine. La maturation
de ces adhésions est soulignée par 1’élargissement du marquage correspondant a la vinculine
pour la plus haute concentration d’UII apres 1 h de traitement. Par ailleurs, dans les cellules
U87, une concentration homogene d’UII induit la déphosphorylation de la taline et de I’a-
actinine 4 ainsi que la phosphorylation de la paxilline. Ces résultats soulignent bien le role de
I’UII sur les adhésions puisque la déphosphorylation de la taline favorise le furnover des
adhésions alors que la phosphorylation de la paxilline et la déphosphorylation de I’a-actinine
permettent le maintien et la maturation des adhésions.

Les données de la littérature rapportent que la formation de complexes focaux est
dépendante de Rac (Nobes and Hall, 1995) alors que la maturation des adhésions focales
nécessite 1’activation de Rho (Ridley and Hall, 1992). Nous proposons donc qu’en présence
d’une concentration uniforme d’UIl, la premiere voie de signalisation i.e. Gj/PI3K/Rac
pourrait initier 1’adhésion, et que I’activation par les intégrines de la taline et de la vinculine,
liant les récepteurs des intégrines au cytosquelette d’actine associée a la cascade de
signalisation G;3/Rho/ROCK/MLCK, provoquerait la maturation des adhésions focales
(Figure 40).

Les différents couplages et signalisations des récepteurs chimiotactiques et du récepteur
UT en particulier, en fonction d’un gradient ou de concentrations homogenes de ligands, ne
sont donc pas clairement compris ici mais aussi dans la littérature. Notamment, comment
s’organise de manicre temporelle et polarisée, la formation des lamellipodes dépendante de
Gi, et Rac a I’avant de la cellule, et la formation des fibres de stress dépendante de Gjy/13 et
Rho a Darriecre de la cellule, en condition chimiotactique ? Récemment, des travaux ont
montré que le CXCR4 et le CCRS se redistribuent apparemment a 1’avant des lymphocytes
via un mécanisme actif (Nieto et al., 1997; Buul et al., 2003), suggérant que la distribution
asymétrique des récepteurs résulte du regroupement de récepteurs au sein de radeaux

lipidiques (Mafes et al., 1999, 2001). En effet, les radeaux lipidiques organisent la
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signalisation du CXCR4 au niveau spatial dans les cellules en mouvement, en concentrant la
machinerie de détection de gradient de concentration (incluant le récepteur) a I’avant de la
cellule. Cette relocalisation des radeaux lipidiques induite par le SDF-1 est dépendante du
remodelage du cytosquelette d’actine et de la protéine Gy, (Gomez-Mouton, 2004). En accord
avec ces données, la répartition hétérogene des protéines G hétérotrimériques dans les
microdomaines membranaires a été rapportée (Oh and Schnitzer, 2001) et la protéine G; en
particulier est localisée de facon préférentielle dans les radeaux lipidiques. A I’appui de cette
hypotheése, une étude récente a montré que la localisation du CXCR4 dans les radeaux
lipidiques associe ce récepteur a la voie de signalisation PI3K/Racl et favorise I’invasion
cellulaire (Lin et al., 2012a). De plus, la perturbation des radeaux lipidiques inhibe la
dimérisation du récepteur CXCR4 ce qui bloque les effets du SDF-1 sur la migration
cellulaire (Wang et al., 2006). La filamine A pourrait ici participer a la localisation de I’'UT
dans les radeaux lipidiques puisqu’elle interagit avec la cavéoline-1, ’'une des protéines
constituant les microdomaines lipidiques et régule la dynamique des cavéoles en les liant au
cytosquelette d’actine (Muriel et al., 2011). De plus, comme cela a déja été observé pour le
CXCR4 (Jiménez-Baranda et al., 2007), la filamine A favorise la présence de dimeres d’UT,
qui pourraient principalement se localiser au sein de radeaux lipidiques. La déphosphorylation
de la filamine A observée en présence d’UII, suivie de son clivage (probablement par la
calpaine II elle-méme régulée par 1’UII), pourrait favoriser la relocalisation des récepteurs UT
dans des radeaux lipidiques a I’avant de la cellule au cours de la migration directionnelle. En
accord avec cette hypothese, I’inhibition de 1’expression de la filamine A prévient la
relocalisation des radeaux lipidiques dans la synapse immunologique apres I’activation du
CD28 (Tavano et al., 2006).

Ainsi, nous proposons que I’UT se comporte comme un récepteur de chimiokine atypique,
initiant la migration directionnelle des cellules tumorales gliales au cours de I’invasion du

parenchyme cérébral (Figure 40A). Ainsi, dans des gliomes de haut grade, des récepteurs UT
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de haute affinité, mobiles dans les membranes, seraient capables de lier de tres basses
concentrations de ligands, et de coupler les protéines Gj, et Gj3. Dans cette premiere phase
d’activation, I’'UT stimulerait I’activation d’effecteurs tels que la calpaine II et le clivage
consécutif de la filamine A, aboutissant a la relocalisation de radeaux lipidiques contenant des
récepteurs UT (dimérisés?) couplés a Gj,, a I’avant de la cellule, alors que des récepteurs non
enchdssés dans les radeaux lipidiques couplés a Gj3 resteraient préférentiellement
uniformément répartis sur la surface membranaire (Figure 40B). Ainsi, au cours du
chimiotactisme, le couplage UT/G;,, pourrait favoriser les protusions via PI3K/PIPs/Rac et/ou
Cdc42 a l'avant de la cellule, et UT/G;3 entrainerait le recrutement de la voie
Rho/ROCK/MLCK et la contraction de I’actomyosine a ’arriere de la cellule (Figure 40B).
En absence de chimiotactisme (Figure 40C) et en présence d’une concentration élevée
homogene de ligand, les radeaux lipidiques seraient répartis de facon aléatoire et la voie de
signalisation UT/G;j,/intégrine spécifique de 1’activation soutenue de I’UT, provoquerait la
maturation et la stabilisation des adhésions cellulaires. Au sein de ces complexes
macromoléculaires, I’'UT semble controler les protéines d’interaction aux intégrines, telles

que la paxilline et I’alpha-actinine, la LIMK, la myosine 9 ou la MAP1A (Figure 40C).
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Figure 40. Schéma final hypothétique du mode d’action du systeme urotensinergique dans le
mécanisme de migration des cellules tumorales gliales. A. Situation physiopathologique impliquant
I’invasion du parenchyme sain par les cellules tumorales gliales en réponse a un gradient d’UIIL. B.
Action cellulaire et moléculaire d’un gradient de concentration d’UIL (1) Le récepteur UT, mobile, de
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haute affinité couplé a la fois a Gy, et G;; est activé par une faible concentration d’UII, catalysant la
déphosphorylation de la filamine A et de la calpaine II, conduisant au clivage de la filamine A. (2) Ce
premier mécanisme pourrait libérer des cavéoles contenant, entre autre, des dimeres d’UT retenus sur
le cortex d’actine par la filamine A. Ces cavéoles, en fusionnant a2 la membrane, joueraient un role
majeur dans la formation des radeaux lipidiques (3). Ces derniers, activés par 1’UIl, vont favoriser la
formation des protrusions et des adhésions a I’avant de la cellule. (4) A lD’arriere de la cellule,
I’activation concomitante de Gys;, permettrait via la voie Rho/ROCK/MLCK, la contraction
d’actomyosine. C. Action cellulaire et moléculaire d’une concentration homogene d’UIL. La
progression cellulaire vers la source d’émission d’UIl (endothélium vasculaire par exemple, A),
conduit a exposer la cellule a de plus fortes concentrations homogenes de ligand. Ainsi, les récepteurs
mobiles ou engagés dans des radeaux lipidiques et des complexes macromoléculaires, seraient
distribués de fagon aléatoire a la surface cellulaire. Dans ce contexte, I’UT activerait des protéines
responsables de la stabilisation du cortex d’actomysosine et des adhésions cellulaires, permettant
éventuellement 1’installation des cellules tumorales au sein de niches vasculaires. Cdc42: cell division
control protein 42; GEF: guanine nucleotide exchange factor; MAP1A: microtubule-associated
protein 1A; MLCK: myosin light-chain kinase; PI3K: phosphatidylinositol-3 kinase; PIP;:
phosphatidylinositol 4,5-trisphosphate; ROCK: rho-associated protein kinase.
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Perspectives

Au terme de cette étude, nous avons montré pour la premiere fois le caractere
chimioattractant de 1’UIl dans la migration et/ou 1’invasion de cellules astrocytaires
tumorales. Les résultats obtenus sur le récepteur UT en présence d’un gradient de
concentration d’UIl ou d’une concentration homogene de ligand ont soulevé un certain
nombre de questions quant au mécanisme par lequel un récepteur de classe I chimiotactique
est capable d’adapter ses voies de signalisation en réponse a différents types de stimuli.
Cependant, plusieurs questions restent encore non clarifiées a la suite de nos travaux,

notamment :

1- Quel est le niveau d’expression du systeme urotensinergique, e.g. UT, UIl et URP dans des
tumeurs cérébrales d’origine astrocytaire et/ou oligodendrogliomale de différents grades et
de différents pronostiques ?

2- Quelles sont les protéines G et les voies de couplage associées au récepteur UT relayant
d’une part la migration directionnelle chimiotactique et d’autre part les signaux d’arrét de
cette progression cellulaire, en particulier dans quel compartiment subcellulaire et sous
quelle conformation (oligomérique, au sein de radeaux lipidiques, etc.) se présente le
récepteur en 1’absence et en présence de ces différentes sources de signaux moléculaires ?
Quels rdles précis joue la filamine A dans ces derniers mécanismes et représente-elle une
protéine clef du chimiotactisme en général ?

3- Peut-on replacer I’ensemble des protéines interactantes du domaine C-terminal de I’UT
et/ou les protéines phosphorylées ou déphosphorylées, effectrices du couple UII/UT dans
des voies de signalisation impliquées dans les mécanismes chimiotactiques de migration et
d’adhésion, mais aussi dans d’autres processus physiopathologiques tels que 1’apoptose

et/ou la survie cellulaire ?
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4- Enfin le récepteur UT, I’UII et/ou ’'URP et les protéines cibles effectrices de ce systeme
constituent-ils une cible thérapeutique potentielle dans le traitement des gliomes,

particulierement invasifs et néoangiogéniques ?

1. Caractérisation du systeme urotensinergique dans le systeme nerveux central sain et

pathologique tumoral

Nos données et quelques études récentes fragmentaires suggerent que 1I’UIl et I’'URP
pourraient exercer des fonctions communes, mais aussi distinctes (Chatenet et al., 2004; Jarry
et al., 2010; Nguyen et al., 2012), via I’activation de I’UT, et pourquoi pas d’un autre type de
récepteur. Grace aux collaborations mises en place avec le Pr Annie Laquerriere du service
d’ Anathomo-physiopathologie du CHU de Rouen, et le Pr Francgois Proust, Neurochirurgien,
membre de 1I’équipe, nous allons bénéficier de sections (coupes de paraffine) de tumeurs
cérébrales humaines de différents grades et de différents lignages cellulaires, afin d’évaluer
par immunohistochimie I’expression du systeéme urotensinergique a 1’aide d’anticorps dirigés
contre I’UIl (déja validé dans I’équipe) et I'UT (déja validé cf. Résultats partie 1) et
d’anticorps dirigés contre les formes précurseurs de I’UII et de I’'URP (anti-prépro-UII et -
URP) disponibles commercialement. La technique de PCR quantitative sera aussi utilisée
pour rechercher, sur des cellules tumorales gliales ou endothéliales préalablement dissociées
par la technique de microdissection laser (Plate-forme PRIMACEN), les niveaux d’expression
de I’UII, de I’'UT et de I’URP, ainsi que d’autres acteurs clefs, notamment SDF-1/CXCR4 et
VEGF/VEGFR. En collaboration avec Omar Bennani, Neurologue dans 1’équipe, nous
tenterons aussi de vérifier des corrélations entre les niveaux d’expressions des acteurs
urotensinergique et i) le grade des tumeurs, ii) le devenir des patients, iii) les différentes
mutations retrouvées dans ces tumeurs (amplification de I’EGFR, mutation de P53, délétion
de 1p19q, mutation de PTEN) et les régulations transcriptionnelles selon la classification de

Verhaak (cf. Introduction, Chapitre I, § 3.1.3).
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2. Conformation du récepteur UT, localisation subcellulaire et chimiotactisme

Afin de déterminer précisément le role des différentes protéines G dans les effets de I’UII
sur la migration et 1’adhésion cellulaire, et les possibles « switch » de couplage en fonction du
mode d’activation de I’'UT, des siRNA ciblant spécifiquement les acteurs de chaque voie de
signalisation (Gia123 ou p ou y» Gg» Gi3, Rac, Cdc42, intégrines de types avf3, paxilline,
vinculine...) seront transfectés, et/ou des agents pharmacologiques inhibiteurs de Racl, PLC,
PKC, intégrines, etc. seront testés sur les lignées de gliomes, puis les réponses a 1’UII et
I’URP seront évaluées en migration et adhésion, des tests réalisés en routine dans notre
équipe.

La localisation des couples récepteur/protéine G pourra €tre visualisée par microscopie
confocale en «time-lapse » (Plate-forme PRIMACEN) dans des cellules vivantes co-
transfectées avec le cDNA codant I’'UT fusionné en C-terminal a eCFP et la sous-unité a des
protéines G d’intérét fusionnée a eYFP (collaboration souhaitée avec le Dr Laurent Prézeau
de Montpellier). Pour ce faire, les cellules seront incubées en présence d’une concentration
homogene de ligand ou soumises a un gradient de concentration réalisé a 1’aide d’une pipette
diffusant le ligand au voisinage des cellules, et 1’aspect dynamique de la distribution du
récepteur et des protéines G sera recherché. Nous tenterons aussi de visualiser la localisation
subcellulaire des messagers secondaires de Gj,, et de Gjy/3, a ’aide de biosensors FRET de
Rac (Kraynov et al., 2000) et de Rho (Pertz et al., 2006), respectivement. En effet, un signal
FRET d’activation est produit lorsque le couple Rac-1/PAK-1 s’associe, ou lorsque que la
protéine Rho change de conformation en liant le GTP. La contraction d’actine pourra quant a
elle étre suivie dans la cellule vivante a 1’aide d’actine fusionnée a la GFP (CellLight® Actin-
GFP, Molecular probes) en présence ou non d’agonistes de 1’UII, et d’inhibiteurs des voies de
signalisation. A 1’aide de ces biosensors et outils, nous espérons mettre en évidence la

distribution subcellulaire (avant-arricre de la cellule) du récepteur UT et de ses effecteurs au
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moment de la détection du gradient d’UIIL, au cours de la migration et en concentration
homogene de ligand.

Afin de comprendre si le changement de couplage « exclusif » vers les protéines Gij,, en
concentration homogene de ligand implique effectivement les radeaux lipidiques, les tests de
migration, d’adhésion et de localisation subcellulaire de I’UT seront réalisés en présence de
méthyl-B-cyclodextrine qui perturbe les radeaux lipidiques en diminuant le cholesterol dans
les cellules. De plus, I'utilisation de la protéine cavéoline-1, constitutive des cavéoles/radeaux
lipidiques, en fusion avec I’eGFP, nous permettra de visualiser de facon dynamique la
relocalisation des cavéoles a la membrane de la cellule (marquée au FM4-64) apres activation

GFP .
" au sein des

de I’'UT par I’'UII, et nous pourrons aussi évaluer la relocalisation de I'UT
membranes-FM4-64 dans une méme série expérimentale.

Nous n’avons pas encore étudié les mécanismes de formation des oligomeres d’UT et leurs
roles dans la migration chimiotactique des gliomes. Par étude de BRET, nous vérifierons si
I’absence de radeaux lipidiques est corrélée a I’existence de formes oligomériques d’UT. La
dimérisation du CXCR4 est bloquée par l'introduction dans la cellule d’un peptide
synthétique correspondant au TM4 du récepteur (Wang et al., 2006), et une collaboration
étroite avec le Dr Marie Chabbert nous a permis d’obtenir la modélisation du récepteur UT
sous-forme tétramérique. Ce dernier modele suggere, comme pour le CXCR4, I'implication
des TM4 et 5, puis 1 et 2, dans les couples de dimeres d’UT au sein d’un tétramere. A 1’aide
de la technique de BRET, nous testerons la capacité de peptidomimétiques correspondant en
partie aux TM d’intéréts a inhiber I’homodimérisation du récepteur et nous utiliserons cette

stratégie pour tester I’importance de la dimérisation dans les processus de migration et

d’adhésion cellulaires.
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3. Role de certains partenaires/protéines cibles de I’UT

Dans ce contexte, la protéine d’interaction a 1’actine, la filamine A, constitue une piste
majeure pour la compréhension des mécanismes de dimérisation de I’'UT et leurs roles dans la
migration chimiotactique. Dans un premier temps, nous souhaitons démontrer définitivement
I’interaction directe physique entre I’UT et la filamine A. Nous utiliserons la technique de co-
immunoprécipitation dans les cellules HEK293 exprimant fortement la filamine A de facon
endogene, en condition traitée ou non, et dans différents compartiments cellulaires, i.e. les
membranes ou le cytoplasme. La technique de BRET pourra éventuellement étre adaptée en
utilisant cette fois-ci, une filamine A entiére, en fusion avec la eGFP au niveau de la 18
charniere (entre les domaines 15 et 16, Planaguma et al., 2012), permettant le maintien de la
liaison a I’actine ou de la dimérisation de la filamine A, et le rapprochement probable des
dipdles des fluorophores de la filamine A et du domaine C-terminal de I’UT. En collaboration
avec les Docteurs Isabelle Milazzo et Laure Guilhaudis du Laboratoire de Chimie Organique
Bioorganique Réactivité Analyse (COBRA, UMR 6014 CNRS, Universit¢ de Rouen), nous
espérons valider la structuration du domaine C-terminal de 'UT en présence de filamine A
par RMN. D’un point de vue fonctionnel, nos résultats préliminaires indiquent que la filamine
A intervient dans la localisation subcellulaire du récepteur, la migration et la formation des
protrusions membranaires. Par ailleurs, d’autres résultats (non évoqués dans la présente these)
suggerent que les mutants de I’UT, tronqués au niveau C-terminal, ne relayent plus les effets
de I’UII sur la migration cellulaire, mais conservent leur caractere pro-adhérant. Dans les
lignées tumorales gliales, 1’utilisation d’un siRNA dirigé contre la filamine A, et de mini-
peptides interactants correspondant a différents fragments du domaine C-terminal de I’UT,
nous permettra d’évaluer I’importance de cette protéine dans la localisation subcellulaire de
I’UT, dans les effets de I’UII sur la migration et 1’adhésion cellulaire, par imagerie confocale
sur cellule vivante ou fixée, migration en chambre de Boyden, et adhésion. La localisation

membranaire ou intracellulaire de I’UT en présence ou en absence de filamine A sera aussi
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validée par ELISA, en condition perméabilisée et non perméabilisée. Afin de confirmer le role
crucial de la filamine A dans la formation des dimeres d’UT, nous tenterons de réaliser des
co-immunoprécipitations UTS™-UT"* dans les cellules M2 et A7, ainsi que dans les gliomes
transfectés avec le siRNA dirigé contre la filamine A, en I’absence et en présence d’UII, et un
fractionnement subcellulaire sera réalis€ pour évaluer la localisation subcellulaire de ces
dimeres. En collaboration avec le Dr Laurent Prézeau, nous évaluerons 1’impact de la filamine
A sur les différentes capacités de couplage de 'UT aux protéines G par la technique de BRET
dans les cellules M2 et A7. Aussi, la construction de nanodisques contenant I’UT purifié (en
cours de réalisation dans notre équipe par le Docteur Orso Subrini) en collaboration avec le
Dr Bernard Mouillac (IGF, Montpellier), nous permettrait de relier la conformation
monomérique ou oligomérique du récepteur a un couplage particulier a certaines protéines G.
Enfin, nous étudierons comment 1’UII entraine la déphosphorylation de la filamine A et son
clivage consécutif par I’utilisation d’un inhibiteur de calpaine II, et suivrons, par co-marquage
du fragment clivé et de ’'UT fusionné en C-terminal a mcherry, le devenir et la localisation
subcellulaire de ces deux partenaires.

Lors de I’analyse phosphoprotéomique, un certain nombre de protéines cibles de I’'UT a été
identifié. Pour les protéines les plus régulées, notamment phosphorylées ou déphosphorylées
de novo apres activation de I’UT, le niveau de phosphorylation en réponse a 1I’UII dans les
cellules U87 sera vérifié par Western blot a I’aide d’anticorps commerciaux disponibles, ou
par co-immunoprécipitation, suivie de révélation par des anti-phosphosérines et/ou
thréonines. Nous testerons, a 1’aide de siRNA dirigés contre ces protéines leur role dans les
effets de I’UII sur la migration, I’adhésion ou la sécrétion dans les lignées gliomales. Enfin,
des recherches sont menées actuellement dans 1’équipe par le Docteur Fabrice Morin et son
étudiant Pierre-Mickael Coly, sur les mécanismes de I’UII associés a 1’autophagie, et par le
Dr Héléne Castel et son étudiante en theése Jane-Eileen Joubert (en collaboration avec les Drs

L. Prézeau et R. Leduc) sur le role des différents ligands de I’UT sur 1’apoptose des cellules
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HEK-UT. Ainsi, une étude spécifique des protéines cibles classiquement impliquées dans les
processus métaboliques, et identifiées en réponse a I’UII dans les U87, sera réalisée au sein de

I’équipe dans le cadre de ces deux programmes.

4. Role physiopathologique du systeme urotensinergique dans le développement des

gliomes de haut grade

Les travaux actuellement menés dans 1’équipe par le Pr Pierrick Gandolfo, le Dr Hélene
Castel et Vadim Le Joncour étudiant en these, montrent que la croissance de greffes
hétérotopiques de cellules U87 dans les souris Nude est stimulée par des injections
intratumorales quotidiennes de peptide UII et inhibée par des injections d’un antagoniste non
peptidique (palosuran) et d’un antagoniste peptidique (urantide). Afin de pouvoir évaluer
I’invasion tumorale dans 1’environnement cérébral, Vadim Le Joncour a mis au point
I’injection orthotopique de cellules U87 exprimant la GFP dans les souris Nude. Une telle
approche nous permettra d’évaluer les effets du systeme urotensinergique sur 1’invasion
tumorale in vivo en injectant des cellules surexprimant ou délétées du gene de I’'UT (ShRNA),
et/ou du gene de la filamine A. Il s’agira de mesurer le niveau de vascularisation tumorale, la
distance d’invasion des cellules et d’analyser la nature des zones d’infiltration, i.e. vaisseaux
sanguins, niches vasculaires, glie radiaire, etc. Nous pourrons, a plus long terme, envisager de
développer un peptide interactant a activité thérapeutique correspondant au domaine
d’interaction de la filamine A aux récepteurs chimiotactiques en général qui, administré par
des nanoparticules de silicate décorées par un anti-EGFRVIII spécifiquement exprimé dans les
glioblastomes (Collaboration avec le Dr Vladimir Gubala, Université de Kent, UK), serait
directement libéré au site tumoral gliale et inhiberait ainsi I’invasion tumorale. De plus, les
travaux réalisés dans I’équipe par Jane Eileen Joubert en collaboration avec le Dr Laurent
Prézeau et le Dr Richard Leduc sur des ligands synthétiques de I’UT capables d’activer des

voies de signalisation distinctes de celles du ligand naturel et appelés, de ce fait, ligands
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biaisés, nous ouvre de nouvelles perspectives quant au développement d’un ligand
urotensinergique qui activerait uniquement la voie d’adhésion des cellules tumorales. Un tel
ligand, en favorisant les adhésions cellule-matrice et cellule-cellule, confinerait la masse
tumorale en inhibant I’invasion, la néoangiogenese et la chimioattraction de macrophages pro-

angiogéniques.
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