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

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

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

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

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



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

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

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



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

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

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

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

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



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

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



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

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

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

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

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



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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

EXPERIENCES PROFESSIONNELLES

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

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

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

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

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

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



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

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

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

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

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

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

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

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

Langues Francais courant, Anglais professionnel.

FORMATION ET AUTRES ACTIVITES

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

 Biostatistiques (9 et 11 janvier 2017 a Rouen).

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

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

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

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

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

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

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

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



ACTIVITE D’ENSEIGNEMENT-ENCADREMENT

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

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

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

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

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

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

Immunocytochimie, migration et prolifération cellulaires, Western
blot.
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L., Modzelevski, R., Bohn, P., Vera, P., Couraud, P.O., Honnorat, J., Laquerriére, A., Marguet,
F., Ferracci, F.X.; Langlois, O., Morin, F., Gandolfo*, P. and Castel* H. Targeting the urotensin
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Art.3 : Dembélé, K.P., Mutel, A., Desrues, L., Nicola, C., Guichet, P.O., Bérard C., Mouchard
L., Dupel, E., Latouche, J.B., Laquerriére, A., Marguet, F., Langlois, O., Morin, F., Gandolfo,
P. and Castel* H. G proteins expression determines glioma subgroup signature: specific role of
Gal5 in GBM mesenchymal phenotype. (En préparation).
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7th annual Meeting GDR3545, GPCR-Physio-Med. Strasbourg, France, October 29-31, 2018.
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Dupel, E., Latouche, J.B., Laquerricre, A., Marguet, F., Langlois, O., Morin, F., Gandolfo, P.
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Environnement (JED), Le Havre, France, March 16-17, 2017.
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Résumé

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

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

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



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

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

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

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

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



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

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

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

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



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

Pour mieux comprendre si I'agressivité des gliomes favorisée par Gal5 est associée a la
régulation de la transition mésenchymateuse, nos études de qPCR ou immunocytochimiques
montrent que 1’inactivation de Gal5 dans les cellules de GBM est suffisante pour