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INTRODUCTION

Afin de mieux comprendre la complexité, les enjeux et le cadre de cette étude,
I'introduction générale a été divisée en deux chapitres. Le premier vise a présenter, a
décrire et a définir les tumeurs cérébrales et plus particuliérement, les gliomes. Cette
présentation permettra de mieux appréhender la complexité et 1'hétérogénéité de ces
tumeurs ainsi que les différents axes thérapeutiques explorés ou en cours d’exploration a
ce jour. Le second chapitre s’attachera a introduire la cavéoline-1 permettant ainsi de
mieux comprendre pourquoi la cavéoline-1 présente un intérét majeur dans I'étude de ces
tumeurs, mais également de maniere plus globale, dans le cancer (en considérant

également ses différents partenaires qui jouent un role capital dans les processus

cellulaires tumoraux).
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Figurel. Organisation des cellules gliales et neuronales. Adapté d’apres Servier Medical
Art.
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I/ Présentation des ¢liomes et des ¢lioblastomes

I-1/ Les cellules gliales
Les cellules de soutien du SNC (Systeme Nerveux Central) sont appelées cellules gliales
(littéralement, cellules « de colle »). Chez I'homme, les cellules gliales représentent a elles
seules 90% des cellules du SNC (5 fois plus nombreuses que les neurones) et occupent
environ 50% du volume du cerveau. A la différence des neurones, les cellules gliales sont
toujours engagées dans le cycle cellulaire : elles alternent des phases de différenciation et
de mitose. Elles assurent principalement un soutien structural et métabolique aux
neurones et interviennent également dans 1'émission et la transmission du signal nerveux
(Ndubaku U, Acta. Histochem., 2008). La glie (la « colle ») est formé de deux composants :
la macroglie et la microglie. Cette derniere est constituée par les macrophages résidant au
sein du SNC et représente entre 5 a 20% des cellules gliales. Contrairement aux cellules
nerveuses qui dérivent du neurectoderme, les cellules microgliales dérivent du feuillet
mésodermique et appartiennent, par conséquent, au systéme immunitaire. La macroglie

est composée d’astrocytes, d’oligodendrocytes et d’épendymocytes.

Les oligodendrocytes possedent des prolongements qui leurs permettent d’envelopper les

axones des neurones. Ainsi, ces cellules ont pour principale fonction d’assurer la

myélinisation des axones (Bradl M, Acta Neuropathol, 2010).

Dans le cadre d'une classification fonctionnelle, deux types d’astrocytes se distinguent : les
astrocytes de type I et II. Les astrocytes de type I, sont en contact avec les capillaires
sanguins et leurs pieds forment une barriere autour des capillaires (Figurel). Les
astrocytes de type II entourent le neurone et la fente synaptique (évitant de ce fait la
dispersion des neurotransmetteurs) (Abbott JN, Nat Rev, 2006). Les astrocytes sont
impliqués dans de nombreuses fonctions de régulation des neurones telles que la
régulation et I'optimisation de la neurotransmission synaptique (Nadkarni S, PLoS Comp.
Biol., 2008), la régulation de la concentration ionique, le controle de la neurogeneése et de la

synaptogenese (Slezak M, Trends Neurosci., 2003).

Les cellules épendymaires ou épendymocytes permettent une séparation des tissus

cerébraux centraux du liquide céphalo-rachidien contenu dans les ventricules (Figurel).
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Tableau 1. Extrait de la classification de I'OMS des gliomes (Louis DN, Acta Neuropathol.,
2007) et distribution des gliomes en France selon la classification de 'OMS (Bauchet L, .
Neurooncol., 2007) : les données sont issues de la French Brain Tumor Data Bank (FBTDB).

Chromosomes
Syndrome Genes impliqués impliqués Tumeurs du CNS associégs Références
Neurofifromatose 1 NF1 17q11 Giome opt|qug,Astrocytom Seizinger BR, Cdll, 1987
Neurofibrome
) Schwannome, Méningiome, .
Neurofifromatose 2 NF2 22q12 Ependymome,AstrocytomeROU|eau @A ince, 1993
. . Astrocytome
Sclérose tubéreuse . - Carbonara C Gen.Chrom.
(Bourneville) TSC1,TSC2 9q34,16p13 subependymawe acellules Cancer, 1996
géantes
Rétinoblastome RB1
syndrome de Li-Fraumeri P53 17913 Astrocytome, TUMEUTS | ;o oo Res 1988
neuroectodermale primitive
Syndrome de Turcot et APC hMLH1,hMLH2, | 3921,2pl6,7p22, Glioblastome,
harmatome multiple PMS2,PTEN 5021 Médulloblastome
von Hippel-Lindau VHL 3p25-26 Hémangioblastome Latif F; Science, 1993
Gorlin PTCH 9q31 Médulloblastome Latif F Science, 1994

Tableau 2. Syndromes familiaux associés a I'apparition d’une tumeur du SNC adapté
d’apres Prados MD, CA Cancer J. Clin., 1998 ; Schwartzbaum JA, Nat. Clin. Prac., 2006.
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I-2/ Les gliomes

Le terme gliome englobe tous les types de tumeurs cérébrales ayant pour origine une

cellule gliale. Les gliomes sont les tumeurs cérébrales les plus fréquentes avec une
proportion de 70%. Ils se subdivisent en quatre types cellulaires et histologiques : les
tumeurs astrocytaires (ou astrocytomes), qui représentent la majorité des gliomes (60 a
70%), les tumeurs oligodendrogliales (ou oligodendrogliomes) regroupant 5-30% des cas,
les tumeurs épendymaires (ou épendymomes) soit environ 5% des cas et des tumeurs a
composantes mixtes (oligoastrocytomes) soit 10% (Schwartzbaum JA, Nat. Clin. Prac,
2006 ; Bauchet L, ]. Neurooncol.,, 2007) (Tableau 1). L’étiologie précise des gliomes reste
encore inconnue sauf certains cas de tumeurs radio-induites ou des formes génétiques
rares bien identifiées (Ohgaki A, Acta Neuropathol., 2005 ; Schwartzbaum JA, Nat. Clin.
Prac., 2006) (Tableau 2). Bien que leur pourcentage reste faible (5% de l'’ensemble des
tumeurs solides chez 1'adulte et 20% chez les enfants), les tumeurs cérébrales présentent
un intérét majeur car elles montrent un taux de mortalité et de morbidité élevé (Davis FG,
Neoplasm., 2000). L'incidence des gliomes est légérement plus élevée chez I'homme que
chez la femme. La gradation de la malignité de ces tumeurs a longtemps fait appel a
différents critéres histologiques et cytologiques (Louis DN, Acta Neuropathol., 2007).
Ainsi, la classification des gliomes (Tableau 1) proposée par I'OMS (Organisation
Mondiale de la Santé) établit les différents types de tumeurs d’origine gliale (astrocytomes,
oligodendrogliomes, oligoastrocytomes et épendymomes) et leurs grades de malignité (de

IalV, du bénin au plus malin).

I-3/ Classification des astrocytomes

La classification histologique des tumeurs astrocytaires comprend différents criteres tels
que les atypies histologiques, 1'anaplasie, l'activité mitotique, la prolifération micro-

vasculaire et la nécrose (Figure2).

I-3-1/ Astrocytomes de bas grade (OMS : grade I et II)
Le grade I va ainsi regrouper les astrocytomes pilocytiques de méme que les astrocytomes

subépendymaires a cellules géantes (Louis DN, Acta Neuropathol., 2007) (Tableau 1).
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Infiltrating Anaplastic Glioblastoma
Astrocytoma Astrocytoma Multiforme
(WHO Grade II) (WHO Grade lll) (WHO Grade V)

Normal

Figure2. Evolution histopathologique des astrocytomes (Brat D], Am. J. of Pathol., 2001).
Les fleches noires indiquent des régions nécrotiques avec cellules pseudo-palissadiques
alors que les blanches montrent des proliférations vasculaires gloméruloides.

Figure3. Aberrations génétiques impliquées dans la genése des glioblastomes (Furnari F,
Genes & Dev., 2007). Les glioblastomes secondaires (en bleu) sont issus de la progression
maligne d’un astrocytome de bas grade alors que le glioblastome primaire (en vert)
apparait de novo.
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Ces tumeurs, tres polymorphes, présentent une croissance lente et une localisation
relativement circonscrite ; elles se développent majoritairement chez l'enfant et sont
associées a un bon pronostic. L’astrocytome fibrillaire (ou astrocytome diffus, grade II) est
le plus fréquemment rencontré au niveau des astrocytomes de bas grade (Tableau 1); il
est associé a une survie de 5 a 10 ans environ. Ces tumeurs montrent une densité cellulaire

faible avec la présence d’atypies cellulaires et nucléaires (Figure2).

I-3-2/ Astrocytomes de haut grade (OMS : grade III et IV)
Les % des astrocytomes sont des tumeurs de haut grade: astrocytome anaplasique et
glioblastome (GBM) (Tableau 1). L’astrocytome anaplasique se caractérise par une densité
cellulaire élevé, des atypies cellulaires évidentes et de nombreuses mitoses (Louis DN,
Acta Neuropathol., 2007). Ces tumeurs montrent des caracteres diffus et infiltrant ne
permettant pas une résection chirurgicale totale avec une survie de 2 a 3 ans. Les
astrocytomes anaplasiques peuvent également étre considérés comme une étape dans la
progression tumorale entre le grade II et le glioblastome nommé, dans ce cas, glioblastome
secondaire (Figure3). En effet, le glioblastome peut étre issu de la progression maligne
d'un astrocytome de bas grade ou il peut apparaitre de novo: il est alors nommé
glioblastome primaire. Glioblastomes secondaire et primaire se différencient donc de par
leur origine mais aussi de par leurs caractéristiques moléculaires (Furnari B, Genes & Dev.,

2007 ; Kheihues P, Neurooncol., 1999) (Figure3).

Le glioblastome se démarque des astrocytomes anaplasiques par des proliférations
vasculaires gloméruloides et/ou des nécroses en forme de guirlande (Figure2). En effet, la
transition entre astrocytome anaplasique et glioblastome est marquée par 1'apparition de
ces deux caractéristiques majeures (Louis DN, Acta Neuropathol., 2007 ; Brat DJ, Am. .
Pathol., 2001). Les glioblastomes primaires représentent la majorité des glioblastomes avec
environ 90% des cas (Figure3). Ceux-ci surviennent avec une incidence plus importante
chez les hommes (environ 1,4) par rapport au glioblastome secondaire ou l'incidence est
relativement équivalente entre les deux sexes. Les glioblastomes primaires et secondaires
se distinguent donc non seulement sur le plan génétique mais également sur le plan

clinique.
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Tableau 3. Comparaison des classifications de I'OMS et de Daumas-Duport. D’apres
Daumas-Duport C, J. Neuro-oncol., 1997 et Louis DN, Acta Neuropathol., 2007.
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En effet, les glioblastomes secondaires sont associés a un meilleur pronostic que celui des
glioblastomes primaires avec un age médian plus faible (<45 ans) pour les patients atteints
de glioblastome secondaire (Figure3) (Louis DN, Acta Neuropathol.,, 2007 ; Furnari B,
Genes & Dev., 2007).

I-3-3/ Classification de Sainte-Anne (Daumas-Duport)
D’autres classifications des gliomes existent méme si celle de 'OMS est la plus
communément admise (Figure4) (Figarella-Branger D, Rev. Neurol, 2008). En effet,
malgré plusieurs évolutions (Figure4), la classification de 'OMS souffre encore de
différentes lacunes : un manque de reproductibilité (Mittler MA, |. Neurosurg., 1996 abst)
et de distinction entre cellules tumorales et parenchyme résiduel infiltré. De plus, cette
classification ne tient pas compte de I'hétérogénéité tumorale, des données cliniques et de
I'imagerie. Ainsi, la classification de Daumas-Duport (classification francaise) ou
classification de Sainte-Anne inclut de nouveaux criteres (densité cellulaire, hyperplasie
vasculaire, prise de contraste a I'IRM) par rapport a la classification de 'OMS (Daumas-
Duport C, J. Neuro-oncol., 1997). Elle a été établie sur la base des données obtenues par
I'imagerie, les données cliniques et 'histologie (Tableau 3). Elle distingue trois catégories
de gliomes infiltrants : les oligodendrogliomes ou oligo-astrocytomes de type A ou de type
B et les glioblastomes (les tumeurs glioneurales malignes ont récemment été intégrées a
cette classification) (Varlet P, Neurosurg., 2004). II est a noter que la classification de
Sainte-Anne ne reconnait pas l'astrocytome anaplasique ou l'astrocytome diffus. Dans
cette classification, la définition de glioblastome est restreinte et ne s’applique qu’aux
gliomes de haut grade sans différenciation oligodendrogliale patente. Les
oligodendrogliomes sont ici composés de cellules tumorales arrondies a noyaux réguliers,
a cytoplasmes clarifiés avec un aspect caractéristique dit en «nid d’abeille ». Ils
comportent généralement des zones microkystiques, des calcifications et leurs
vascularisations sont représentées par un réseau dense de capillaires fins et branchés
(Varlet P, Neurosurg., 2004). Néanmoins, cette classification n’est pas reconnue par la
communauté internationale car elle souffre également du manque de reproductibilité avec
des problemes de corrélation par rapport aux données moléculaires (Figarella-Branger D,

Rev. Neurol., 2008).
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Figure4. Evolution de la classification des tumeurs cérébrales adaptée selon Figarella-
Branger D, Rev. Neurol., 2008.

Grade (OMS) KARNOSKY DESCRIPTIONS
1 100 Asymptomatique. Activité normale
80-90 Symptomatique mais ambulatoire
3 60-70 Alité moins de 50% du temps. Assistance minimale
3/4 40-50 Alité plus de 50% du temps. Assistance importante
4 20-30 Confiné au lit. Assistance complete
10 Moribond

Tableau 4. Correspondance entre I'échelle de Karnofsky et les grades d’astrocytomes
(OMS). D’apres Philippon |, Masson, 2004.
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I-4/Prise en charge thérapeutique des glioblastomes
Dans les glioblastomes, un prognostic favorable inclut un jeune age, un bon score KPS
(Karnosfsky performance status ; Tableau 4), 'absence de nécrose extensive et une faible
tumeur résiduelle (si excérese chirurgicale). Ce prognostic et, de maniere plus large, la
prise en charge thérapeutique, tendent désormais a prendre en compte des données

moléculaires qui apparaissent tout a fait pertinente.

I-4-1/Exérése chirurgicale
Les glioblastomes se caractérisent souvent par des crises d’épilepsie, un déficit
neurologique et une hypertension intracranienne. Dans la majorité des cas, les
glioblastomes ont une distribution cortico-sous-corticale étendue jusqu'a la paroi
ventriculaire avec deux aspects topographiques assez spécifiques : en « pince de crabe » ou
en «aile de papillon» (Figure5) (Philippon |, Masson, 2004). La chirurgie permet,
lorsqu’elle est praticable, d’améliorer I'état neurologique général des patients.
L’amélioration symptomatique immédiate obtenue suite a la chirurgie se traduit par une
réduction de la pression intracranienne et par une diminution de la fréquence des crises
du patient. La baisse de la mortalité (inférieure a 5%) est due aux progres de techniques en
anesthésie et en chirurgie (neuronavigation, IRM per-opératoire...) (Stupp A, New Engl. |.

Med., 2005; Louis DN, Acta Neuropathol., 2007).

I-4-2/Un protocole standardisé
Suite a I’étude multicentrique réalisée de maniere conjointe par I'Organisation Européenne
pour la Recherche et le Traitement du Cancer (EORTC) et I'Institut National du Cancer
Canadien (NCIC), la prise en charge des patients de moins de 70 ans atteints de
glioblastome est a ce jour bien codifiée et appliquée (Stupp A, New Engl. |. Med., 2005).
Cette étude a permis de mettre en évidence la supériorité du traitement associant
radiothérapie et chimiothérapie (adjuvante et concomitante au témozolomide (TMZ)) en
comparaison du traitement basé uniquement sur de la radiothérapie. 573 patients ont été
inclus dans cette étude qui a regroupé pres de 85 institutions et 15 pays. Les patients ont
été séparés en deux groupes de 286 (radiothérapie seule) et 287 personnes (radiothérapie

plus TMZ).
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Figure5.Aspects topographiques des glioblastomes. Glioblastome en forme de papillon
(Ananthnarayan S, J. Neurooncol., 2008).

Figure6. Action des rayonnements ionisants sur les cellules en fonction du temps. Les
rayonnements ionisants peuvent avoir une action directe sur les cellules en induisant des
dommages a I’ADN ou, grace a I’action de I'oxygene, en produisant des radicaux libres.
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28 mois apres le début de l'étude, la médiane de survie des patients sous radiothérapie
seule était de 12,1 mois alors que celle des patients sous radiothérapie plus témozolomide
était de 14,6 mois. Une exérése chirurgicale a été pratiquée dans 84% des cas et
I’administration de corticostéroides (permet une diminution de la pression intracranienne,
augmenterait la clairance de I'cedéme cérébral) a été un peu plus usitée dans le groupe de
patients sous radiothérapie seule (Stupp A, New Engl. J. Med., 2005). Cette étude a ainsi
permis de proposer un protocole standardisé de la prise en charge thérapeutique actuelle
des patients atteints de glioblastome basée sur 1’association de la radiothérapie et de la

chimiothérapie.

I-4-3/La radiothérapie
Différents types de rayonnements peuvent étre utilisés en radiothérapie (les neutrons, les
photons, les protons et les électrons); chacun possede des propriétés différentes et, par
conséquent, des indications diverses (I'unité de dose est le gray, Gy). La radiothérapie est
une technique basée sur l'utilisation de rayonnements ionisants : un rayonnement est dit
ionisant s’il transporte une énergie suffisante pour ioniser une molécule organique. Le but
d’une irradiation est toujours double : d'une part, Iélimination des cellules cancéreuses et
d’autre part la préservation des cellules saines avoisinantes. La mise en ceuvre de cette
irradiation est réalisée par le positionnement de faisceaux irradiants autour du patient

(Philippon ], Masson, 2004).

L’étude réalisée par Stupp propose également le schéma de référence pour la
radiothérapie qui est réalisée a la dose de 60 Gy en six semaines a raison de 30 a 35
fractions de 1,8 a 2 Gy (Figure6). Les glioblastomes correspondent a des tumeurs dites
radio-résistantes. D’ailleurs, un grand nombre de facteurs impacte directement sur la

radio-sensibilité d’une tumeur :

4/ L'oxygénation représente un facteur critique puisqu’elle augmente l'effet des
rayonnements au niveau cellulaire car 1'oxygene se combine aux radicaux libres

pour former des peroxydes tres actifs.

4/ De méme, les cellules en phase S du cycle cellulaire sont peu sensibles aux

rayonnements contrairement aux cellules en phases G2 et M.
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Figure7. Modele proposé par Park des voies de signalisation impliquées dans I'invasion
cellulaire induite par des rayonnements ionisants (Park CM, Cancer Res., 2006).
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Malgré un bénéfice certain, la radiothérapie (Keime-Guibert F, New Eng. |. Med., 2007) a
des effets pervers. Les complications propres a l'utilisation de la radiothérapie sont
nombreuses telles que les radionécroses, la démyélinisation, I'”augmentation transitoire de
la perméabilité de la barriere hémato-encéphalique (BHE). De plus, I'étude de Wild-Bode a
mis en évidence une augmentation dose dépendante de la migration et de I'invasion des
cellules de glioblastome suite a une irradiation (Wild-Bode C, Cancer Res., 2001). De
méme, 1'étude réalisée par Zhai et ses collaborateurs rapporte une augmentation du
potentiel invasif des cellules de glioblastome via l’activation de la voie Rho par des RTKs
(tels que I'EGFR et IGFR1) suite a une exposition a des radiations (Zhai GG, J.
Neurooncol., 2006). Les expériences montrent que des cellules de glioblastome irradiées,
proliférant dans un milieu sans sérum, voient leur sécrétion d’IGF1 augmenter (de 10 a
50uM). De plus, l'invasion des cellules de glioblastome augmente de maniére dose
dépendante sous IGF1. Néanmoins, en absence d’irradiation, les cellules perdent cette
capacité d'invasion en présence d'IGF1. L'invasion des cellules irradiées est bloquée grace
a l'inhibition de I'lGFR1 (insulin-like growth factor receptor) ou a l'inhibition de I'EGFR
(epidermal growth factor receptor) alors que l'inhibition des métalloprotéases (MMPs) et
d"uPA (urokinase type plasminogen activator) n’a aucun effet sur leur capacité d’invasion
(Zhai GG, J. Neurooncol., 2006). Les auteurs mettent également en évidence une activation
de la PI3K, de AKt et de ERK1/2 dans les cellules irradiées. Ils montrent que 1'activation
de la voie Rho (activation de RhoA et Racl) par les RTK (récepteurs a activité tyrosine
kinase) passe par la PI3K. Au contraire, 'étude réalisée par Park et ses collaborateurs
montrent que les rayonnements ionisants augmentent l'invasion des cellules de
glioblastomes ayant un géne PTEN muté par lintermédiaire de l'augmentation de
I'activité du promoteur de la MMP-2, de sa transcription et de sa sécrétion (Park CM,
Cancer Res., 2006). L'irradiation mene a l'activation de la PI3K, d’AKt et de m-tor
(mamalian target of rapamycin). L'inhibition de l’activation de la protéine AKt (qui mene a la
sécrétion de la MMP-2) est réalisée de différentes manieres : utilisation d’inhibiteurs de
I’EGFR (AG490 et AG1478) ou d’anticorps bloquants, un inhibiteur de Src (PP2), de p38
(SB203580) ou par la transfection de dominant négatif (DN), DN-Src et DN-p38 (Figure?).
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Figure8.Schéma de référence de la prise en charge thérapeutique des glioblastomes
rapporté par Stupp A, New Engl. J. Med., 2005. S : semaine, la radiothérapie focalisée se
décline en 30 fois 2Gy, 5j (j : jour) sur 7j sur 6 a 7 semaines. Une exérese chirurgicale a pu
étre réalisée au préalable.
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L’ensemble de ces données révele le mode d’action des rayonnements ionisants sur
'activation de la voie de signalisation PI3K/AKt induisant également une radiorésistance
(Li HF, Radiat. Oncol., 2009). De plus, ces différentes études soulignent I'importance de
I'hétérogénéité moléculaire des cellules cancéreuses puisque différentes voies de
signalisation (voie Rho ou voie des MMPs) peuvent étre sollicitte pour un méme

processus cellulaire (I'invasion cellulaire).

I-4-4/La chimiothérapie
Les nitrosourées, telle que la carmusine (BCNU) et la lomustine (CCNU), ont longtemps
constitué le traitement chimiothérapeutique de premiére intention dans les gliomes de
haut grade en complément de la radiothérapie (Prados MD, J. Clin. Oncol., 1999) et leur
utilisation reste d’actualité. Le traitement chimiothérapeutique des glioblastomes s’appuie
sur différentes molécules dont le témozolomide (TMZ) qui est rapidement devenu le
traitement de premiere ligne des glioblastomes (Figure8). Des données récentes ont pu
confirmer la supériorité du TMZ sur ce type d’agents cytotoxiques (Vinjamuri N, .
Neurooncol., 2009). Le BCNU, le CCNU et la procarbazine sont des agents alkylants qui
inhibent la synthese de 'ADN par l'ajout de groupement alkyl en position O° de la
guanine. Le témozolomide (TMZ, Temodar®, Schering-Plough) est également un agent
alkylant, de la classe des imidazotétrazines, qui inhibe la synthese d’ADN par l'ajout d'un
groupement méthyl. La cytotoxicité est la conséquence du transfert de cet adduit O°-
methylguanine sur ’ADN (Friedman HS, Clin. Cancer Res., 2000). Cet adduit est a
I'origine d'un appariement aberrant des bases lors de la réplication de I’ADN ainsi
méthylé entrainant une cassure du brin d’ADN puis une mort cellulaire par apoptose
(Newlands ES, Cancer Treat. Rev., 1997). L’apoptose induite par le TMZ fait suite a 'arrét
du cycle cellulaire en phase G2/M (Hirose Y, Cancer Res., 2001), c’est-a-dire lorsque les
cellules sont plus sensibles aux radiations ionisantes. Le TMZ est une molécule lipophile
qui passe efficacement la BHE et qui présente une toxicité moins importante par rapport
aux autres agents chimiothérapeutiques. La chimiothérapie basée sur le TMZ, suivant
‘étude de Stupp, est réalisée dans le cadre d'un traitement radio-chimiothérapeutique
concomitant et adjuvant avec du TMZ (75mg/m? en 6 semaines de radiothérapie, puis

150-200 mg/m? en six semaines).
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Figure9. Mécanismes d’action du TMZ et de la MGMT. L’adduit O%-methylguanine généré
par le TMZ sur ’ADN induit une erreur d’appariement, donc lors des réplications
suivantes, le systeme MMR est activité de maniere répétitive ce qui déclenche 1'apoptose.
En présence de MGMT, cet adduit est éliminé par 'enzyme suicide.

Tableau 5. Données sur les altérations génétiques dans les glioblastomes répertoriées
d’apres Kleihues PP, Neurooncol., 1999.
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L’action cytotoxique du TMZ peut étre contrecarrée par l'enzyme de réparation O°-
alkylguanine DNA (AGT), également appelée O°-methylguanine DNA methyltransferase
(MGMT), qui répare les adduits O°-methylguanine transférés sur I’ADN par le TMZ. Une

molécule de MGMT est nécessaire pour éliminer un adduit (Figure9).

I-4-5/ Marqueurs moléculaires
Comme nous l'avons précisé dans le sous chapitre «astrocytomes de haut grade »,
différentes altérations génétiques sont dénombrées au sein des glioblastomes (Kleihues P,
Neurooncol.,, 1999) (Tableau 5). Les premiéres altérations décrites dans les tumeurs
astrocytaires correspondent a I'amplification du proto-oncogene EGFR et a I'altération du
suppresseur de tumeurs p53. Ces deux altérations sont rarement retrouvées dans les
mémes tumeurs (Yoon KS, |. Korean Med. Sci., 2001) suggérant des voies de tumorigenése

différentes.

D'un point de vue génétique, les glioblastomes primaires se distinguent par une

amplification (>40% des cas) ou une surexpression (>60%) de 'oncogéne EGFR (Tableau
5) (Leenstra S, Br. J. Cancer, 1994 ; Yoon KS, |. Korean Med. Sci., 2001) fréquemment
associée a 'expression du récepteur mutant EGFRvu. Ce mutant résulte de la délétion de
801 paires de bases dans la séquence codante du transcrit EGFR (Wong A]J, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 1992) et son role dans la tumorigénicité a été clairement démontré
(Nishikawa R, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1994 ; Wikstrand CJ, Cancer Res, 1997). La
protéine est détectée dans pres de 60% des glioblastomes et environ 20% des astrocytomes
anaplasiques. Une perte d'INK4a/ARF, nommé CDKN2a, (Hegi M, Int. |. Cancer, 1997) est
observée ainsi qu’'une amplification ou une sur-expression de MDM2 (Reifenberger G,
Cancer Res., 1993) (Tableau 5). Les altérations génétiques conduisant a ce type de tumeurs
incluent également une perte du chromosome 10 (Leenstra S, Br. J. Cancer, 1994) qui induit
une délétion du gene PTEN qui peut également étre muté (Liu W, Cancer Res., 1997) ainsi
qu'une délétion de p16 (Hegi M, Int. |. Cancer, 1997) (Tableau 5). La perte de fonction de
PTEN associée aux RTKs induit une activation de la protéine PI3K responsable de
'activation de la protéine AKt (qui joue un role important dans le développement et la

progression tumorale).

33



34



Dans les glioblastomes secondaires, les caractéristiques génétiques présentes dans les

astrocytomes de grade II et III seront retrouvées. Ainsi, la mutation de TP53 (Yoon KS, J.
Korean Med. Sci.,, 2001 ; Nozaki M, Neurooncol., 1999) et la perte d’hétérozygotie au
niveau du chromosome 17 seront retrouvées dans la majorité des cas (60%) associées a une
surexpression du récepteur PDGFR-a (Hermanson M, Cancer Res., 1996) (Tableau 5). Le
locus CDKN2A localisé en 9p21 code d’une part pl16'NK4 et p14ARF d’autre part. Le produit
de p14ARF inhibe MDM2 qui a son tour inactive p53. Inversement, p53 régule négativement
pl4ARF La perte de fonction de p53 peut étre la conséquence de différents phénomenes :
une altération du gene TP53 (localisé en 17p13.1), une mutation ou une amplification de
MDM2 ou encore dune perte de p14ARF (délétion homozygote du gene ou méthylation).
p16INK4 est ]'autre produit du gene CDKN2A codant la protéine p16. Cette derniéere inhibe
le complexe CDK4/cycline D1 qui ne peut alors phosphoryler Rb. L’altération de cette
voie dans les gliomes est consécutive a la délétion de p16™NK44, d’une mutation de Rb ou
d’une amplification de CDK4. Ces altérations conduisent toutes a la perte de contrdle du

cycle cellulaire en G1/S.

Bien que tres instructif, ce type d’approche ne permet qu’'une caractérisation moléculaire
de ces tumeurs. L'étape suivante était donc de trouver d’autres marqueurs moléculaires
permettant de prédire I'évolution tumorale ou de pronostiquer la réponse au traitement.
De plus, malgré les efforts constants réalisés dans le domaine, la classification des gliomes
demeure contestée et contestable a cause de son manque de reproductibilité. Dans ce
contexte, de nombreuses équipes se sont attachées a caractériser ces tumeurs selon des
approches plus poussées et plus intégrées qui ont permis de relier des marqueurs
moléculaires a la survie des patients, a un grade tumorale mais aussi a un type de réponse

aux traitements.

I-4-6/Hétérogénéité moléculaire intra-tumorale ou inter-
tumorale

I-4-6a/Pronostic de la progression tumorale et de la
survie

De nombreuses études ont pu mettre en évidence une forte hétérogénéité entre les

différents types de glioblastomes primaire et secondaire.
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Figurel0. Exemples de marqueurs de mauvais pronostic dans les gliomes. De maniére
générale, la sur-expression des protéines (VEGF, PAI-1, EGFR, p53 ou YKL-40) ainsi que
I'"hyperphosphorylation des protéines (p-MAPK) sont associées a une diminution de la
survie des patients.
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Une forte hétérogénéité entre les patients ayant le méme type de glioblastome, primaire ou
secondaire, a également été mise en évidence. Différentes études basées sur 1'analyse de
I'expression d'un ou de plusieurs genes avaient initialement mis en évidence des facteurs
de mauvais pronostic. Murraciole et ses collaborateurs ont ainsi pu corréler la sur-
expression de PAI-1 et du récepteur EGFR a un facteur de mauvais pronostic associé a une
diminution de la survie des patients atteints de gliome de haut-grade (Muracciole X, Int. J.
Radiat. Oncol. Biol. Phys., 2002) (Figurel0). Pour Hortland, c’est la sur-expression du
VEGF qui est un facteur de mauvais pronostic (Hortland GO, Exp. Cell Res., 2004) alors
que Tortosa et ses collegues associent I'index de prolifération (expression de KI-67 qui est
également corrélée a une sur-expression de p53) a une meilleure survie des patients
(Tortosa A, Cancer, 2003). La sur-expression d’autres protéines a également été associée a
un facteur de mauvais ou de bon pronostic (PTEN, MDM2, PDGFA...). Il en va de méme
pour 1'age des patients et leur score KPS (Figure10). Bien que l'analyse de l'expression de
ces genes ait fourni certaines informations, de plus en plus d’études s’orientent
aujourd’hui vers des profils moléculaires basés sur un degré beaucoup plus important de
genes analysés. Ces études font appel a des techniques telles que les microarrays ou encore

I'hybridation génomique comparative (CGH).

Dans ce contexte, I'équipe de Misra a analysé par aCGH (array comparative genomic
hybridization) 50 échantillons de patients atteints de glioblastome. En effet, I'analyse de
l'altération du nombre de copies d’ADN est un bon indicateur de la progression tumorale
(Misra A, Clin. Cancer Res., 2005). Dans cette étude, ils distinguent 3 sous-groupes de
glioblastome. Le premier sous-groupe montre un gain du chromosome 7 avec une perte
du chromosome 10, le deuxieme montre uniquement une perte du chromosome 10 et le
troisiéme sous-groupe ne présente aucun changement du nombre de copies de ces
chromosomes (Misra A, Clin. Cancer Res., 2005) (Figurell). Cette étude souffre néanmoins
de certaines lacunes puisque l'incidence de ces différents profils moléculaires sur la prise
en charge thérapeutique, la survie ou le pronostic n'a pas été étudiée. De plus, les auteurs
n‘ont pas pu établir de relation entre leurs sous-groupes génétiques et les données
anatomo-patologiques (GBM primaire ou secondaire) qui étaient inconnues au moment de

I'étude.
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Figurell. Profil d’expression moléculaire des glioblastomes. Les aberrations génétiques
sont détectées par aCGH. Les chromosomes 7, 10, 13, 19 et 20 ont ainsi été révélés comme
des aberrations génétiques fréquentes.
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L’étude réalisée par Nigro, alliant CGH et analyse de profil d’expression de genes, a
permis d’identifier des sous-types moléculaires de glioblastome pertinents au niveau
clinique (Nigro JM, Cancer Res., 2005) (Figurell). Cette approche intégrée a permis
d’identifier les relations existant entre l'altération du nombre de copies ADN, I'expression
de génes et la survie de 34 patients atteints de GBM. Les analyses comparatives par CGH
révelent particuliérement une sur-expression d"un certain nombre de genes connus (EGFR,
VEGF, ténascine-C) et d'un autre gene, mis en évidence au cours de cette étude,
CHI3L1/YKL-40. La sur-expression du gene CHI3L1/YKL-40 au sein d’astrocytes
immortalisés entraine une modification du profil d’expression des genes similaire a celle
observée dans les tumeurs humaines (sur-expression de VEGF, TGFf, PAI-1). De plus, la
sur-expression du gene CHI3L1/YKL-40 confére une radio-résistance aux astrocytes ainsi
qu’'une augmentation de leur invasion (Nigro JM, Cancer Res., 2005). Sa sur-expression a
par ailleurs été associée dans les glioblastomes avec la perte du chromosome 10, a un
facteur de mauvais pronostic (Figurel0) et a une radio-résistance (Pelloski CE [, Clin.

Cancer Res., 2005).

De maniere plus approfondie, 1'étude réalisée par Freije et ses collaborateurs a permis de
mettre en évidence 4 sous-groupes de patients portant des signatures moléculaires
distincts. Cette étude confirme l'utilité du profil d’expression de genes pour prédir la
survie des patients (Freije WA, Cancer Res., 2004). La premiere étude ayant montré la
supériorité de ce type d’approche par rapport a la classification histologique était celle
réalisée par Nutt (Nutt CL, Cancer Res., 2003). L’étude de Freije établit 4 sous-ensembles
de patients regroupés dans les clusters 1A, 1B, 2A et 2B. Le sous-groupe 1A est défini par
la sur-expression d’'un ensemble de génes exprimés lors de la neurogenése (BMP-2,
HDAC4, NTRK2...) et les patients de ce groupe montrent la meilleure probabilité de
survie, supérieure a 6 ans (Freije WA, Cancer Res., 2004) (Figurel2). A I'inverse, le cluster
2B regroupe les patients avec une faible probalité de survie et comprend un ensemble de
genes appartenant aux composants de la matrice tels que LOX, la thrombospondine 1 et la

fibronectine. Des facteurs de croissance sont également rétrouvés sur-exprimés dans ce

sous-groupe tel que le VEGF, IGFBP4, IGFBP6, TGF[31.
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Figurel2. Classification moléculaire des gliomes et mutation du gene IDH1 corrélé a un
bon pronostic. Un profil d’expression de genes de type proneural et la mutation de IDH1
sont corrélés a une meilleure survie des pateints.
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Le sous-groupe 2A, également de mauvais pronostic, est caractérisé par la sur-expression
de genes impliqués dans la prolifération cellulaire ou la mitose (Ki-67, PCNA, TOP2A).
Enfin, le cluster 1B, de mauvais pronostic aussi, est le plus hétérogene et regroupe des
genes impliqués dans la transmission synaptique tel que la synaptotagmine V, dans le
développement tel que la synucléine a ou encore dans la liaison des ions calcium (Freije
WA, Cancer Res., 2004) (Figurel2). Dans la méme maniere, I'équipe de Phillips propose
trois profils moléculaires des glioblastomes: un profil « prolifératif », « proneural » et
« mésenchymal ». Les profils moléculaires de type mésenchymal ou prolifératif sont
associés a une faible probalité de survie (Phillips HS, Cancer Cell, 2006). Le sous-groupe
mésenchymal correspond a des genes de la MEC, le sous-groupe prolifératif regroupe des
genes associés au processus de mitose enfin le sous-groupe neural comprend des génes du

développement neural : il est de meilleur pronostic (Figurel2).

Récemment, 1'équipe de Parsons a mis en évidence une mutation (R132) du gene IDH1
(déshydrogénase isocitrate 1) qui est corrélée a un facteur de bon pronostic chez les patients
atteints de gliome (Parssons WD, Science, 2008). Ils retrouvent cette mutation dans 12%
des cas, plutot chez les patients jeunes et la majorité d’entre eux est atteinte d'un GBM
secondaire. Cette mutation est fréquente au sein des gliomes de bas grade, des
astrocytomes anaplasiques, des oligodendrogliomes et des oligoastrocytomes (88%, 82%,
79% et 94% respectivement) (Watanabe T, Am. J. Pathol., 2009). En analysant, la perte
1p/19q, la mutation de TP53 et celle de IDHI, les auteurs constatent que 63% des
astrocytomes de bas grade portent la mutation IDH1 et la mutation TP53 alors que 64%
des oligodendrogliomes portent la mutation IDH1 et la perte 1p/19q (Figurel2). Au
regard de I'ensemble des résultats, les auteurs émettent 'hypothese que la mutation IDH1
serait un éveénement génétique précoce survenant avant la mutation de p53 ou la perte
1p/19q suggérant que les tumeurs auraient pour origine une cellule gliale précurseur
porteurse de cette mutation. Etant donné que la mutation de p53 et la perte 1p/19q sont
deux altérations génétiques mutuellement exclusives dans les gliomes de bas grade, les
auteurs postulent que la mutation p53 pourrait conduire a une différenciation astrocytaire
alors que la perte 1p/19q serait en faveur de l'acquisition d'un phénotype

oligodendroglial (Watanabe T, Am. J. Pathol., 2009).
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Figurel3. Classification des GBM selon I'étude multiparamétrique de Nousshmehr et al. A,
91 échantillons de glioblastome multiforme (GBM) ont été classés selon leur profil de
méthylation (cluster 1, 2 et 3). B, le cluster 1, correspond au C-CIMP+ est de meilleur
pronostic. C, le sous-groupe de patient présentant un profil proneural a une meilleure
probabilité de survie par rapport aux sous-groupes neural, mésenchymal et classique. D, le
sous-groupe proneural et C-GIMP+ (associé a IDH1 muté) est de meilleur pronostic.
Adapté de Noushmehr H, Cancer Cell, 2010.
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Par ailleurs, le pronostic des oligodendrogliomes varie aussi en fonction de leur profil
génétique : les patients dont la tumeur présente une délétion des bras chromosomiques 1p
et 19q montrent une meilleure réponse a la chimiothérapie et une survie prolongée par
rapport aux patients dépourvus de ces caractéristiques génétiques (Cairncross GJ, J. Nat.

Cancer Inst., 1998).

Une étude trés récente (Mai 2010) réalisée dans le cadre du projet pilote TCGA (The Cancer
Genome Project), a permis d’identifier un nouveau sous-ensemble de gliomes, le groupe G-
CIMP (glioma-CpG island methylator phenotype) (Noushmehr H, Cancer Cell, 2010)
(Figurel3). Le TCGA est une approche multiparamétrique intégrée qui tient compte des
modifications génétiques dans la séquence de 1’ADN, du nombre de copies, de la
méthylation de I’ADN, de I'expression des genes et des données cliniques des patients. A
I'issue de cette analyse, les auteurs retrouvent, certaines altérations génétiques déja
connues (TP53, PTEN, EGFR, RB1, NF1, ERBB2, PIK3R1 et PIK3CA), les sous-familles
proneurale, mésenchymale et neurale, déja identifiées, ainsi que la mutaion IDHI. Ils
constatent que les échantillons G-CIMP positifs (G-CIMP+) représentent, en majorité, le
sous-ensemble des tumeurs de type proneural. Ce sous-groupe, corrélé a un facteur de
bon pronostic, est plutot associé au GBM secondaire et a la mutation IDH1 (Figurel3). De
maniere intéressante, deux patients, ayant un profil G-CIMP+ mais IDH1 non muté, ont
montré une survie supérieure a 5 ans apres diagnostic. Ces résultats indiquent que le
statut G-CIMP+ peut conférer un pronostic favorable indépendamment du statut IDH1

(Noushmehr H, Cancer Cell, 2010).

L’équipe de Hoelzinger va plus loin dans la prise en compte de I'hétérogénéité intra-
tumorale des tumeurs. En effet, ils comparent des cellules tumorales issues du corps de la
tumeur et des cellules tumorales issues de la partie infiltrante de la tumeur grace a une
technique de capture par microdissection laser (Hoelzinger DB, Neoplasia, 2005). Leurs
résultats mettent en évidence des profils d’expression de genes radicalement différents
entre ces deux populations ce qui traduit la forte hétérogénéité intra-tumorale de ces

tumeurs.
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En I'occurrence, les cellules appartenant au corps de la tumeur expriment des facteurs tels
que IGFBP-2, IGFBP-5 (des marqueurs, entre autres, des GBM), VCAM-1, VEGF
(marqueurs de la néo-vascularisation), JUNB, EGR1 (impliqués dans le contrdle de la
croissance). L'expression de ces marqueurs et de la cavéoline-1 est réprimée au sein des
cellules tumorales issues de la partie invasive de la tumeur qui sur-expriment des
marqueurs d’adhésion cellulaire tels que SPOCK et OPCML, des génes impliqués dans la
transduction des signaux extra- et intra-cellulaire, EGFR, GPR19, FGFR3, DKK3 et dans le
réarrangement du cytosquelette (PYK2, CHN1, EMAP?2) (Hoelzinger DB, Neoplasia, 2005).

L’ensemble de ces études met en évidence I'hétérogénéité des glioblatomes et donc la
nécessité d'une classification moléculaire. Les patients atteints de glioblastome sont ainsi
répartis dans différents sous-groupes moléculaires qui sont pertinents pour 1'évaluation de
la probabilité de survie des patients. De plus, bien que plusieurs sous-groupes de patients
présentent une faible probabilité de survie, ils ne seront pas a considérer de la méme
maniere, en vue de la prise en charge thérapeutique, puisque leur profil moléculaire est

différent.

I-4-6b/Prédiction de la réponse aux traitements
De plus en plus d’études s’intéressent a I’analyse de I'expression de certains génes dans le
but de prédire la réponse a certains traitements ciblés (I’erlotinib par exemple) ou non (le
TMZ). Ainsi, Mellinghoff et ses collaborateurs ont montré qu’une co-expression du
récepteur EGFRyvmn et de PTEN sensibilisait les patients a un traitement avec 1’erlotinib, un
inhibiteur du récepteur EGFR. Ces données expliqueraient le faible taux de réponse des
pateints, 10 a 20%, alors que I'EGFR est sur-exprimé dans le glioblastome (Mellinghoff 1K,
New Engl. J. Med., 2005). De méme, 1'étude réalisée par Haas-Hogan révele que seuls 8
des 41 patients de I'étude (atteints de glioblastome) ont montré une réponse a I'erlotinib.
Ici, la réponse au traitement est associée a une amplification de 'EGFR et a des taux faibles
de la protéine PKB/ AKt phosphorylée. En 'occurrence, aucune des 22 tumeurs présentant
un taux élevé de p-PKB/AKt n’a répondu au traitement (Haas-Hogan DA, |. Nat. Cancer
[nst., 2005). Par ailleurs, plusieurs études rapportent un bénéfice du traitement radio-
chimiothérapeutique concomitants chez les patients ayant un profil MGMT méthylée

(Hegi ME, New Engl. J. Med., 2005 ; Brandes AA, J. Clin. Oncol., 2008).
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Figurel4. Analyse par Kaplan-Meier de la survie de 38 patients atteints de glioblastome
selon leur profil de méthylation du gene MGMT. Essai clinique de phase II avec exérese
chirurgicale, radiothérapie avec chimiothérapie concomitante et adjuvante au TMZ. Extrait
de Hegi ME, Clin. Cancer Res., 2004.
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En effet, Hegi et ses collaborateurs avaient observé que l'inactivation du géne codant la
MGMT était associée a un allongement de la probalité de survie des patients (Figurel4)
apres chimioradiothérapie concomitante au TMZ : probabilité de survie a 18 mois de 62%
pour les patients dont le MGMT était inactivé contre 8% pour ceux dont le MGMT était
activé (Hegi ME, New Engl. J. Med., 2005; Hegi ME, Clin. Cancer Res., 2004). La
méthylation du promoteur du gene MGMT conduit a une inactivation de la transcription

du gene.

La MGMT est une enzyme qui répare les adduits O®-methylguanine transférés sur ' ADN
par le TMZ ce qui explique pourquoi les patients présentant un profil MGMT méthylée
ont une meilleure probabilité de survie que les patients avec un profili MGMT non

méthylée.

La synthése de nouvelles molécules découle de l'identification de nouvelles cibles
thérapeutiques et de I’analyse du profil moléculaire des patients comme différentes études
ont pu le souligner. Dans ce contexte, il apparait que la prise en charge thérapeutique de
demain devra tenir compte du profil moléculaire (qui définit des «sous-groupes
thérapeutiques » de patients) afin d’administrer aux patients les molécules qui auront un
effet optimal : une chimiothérapie « a la carte ». Ainsi, bien que ces patients soient atteints
de la méme tumeur (par exemple, un GBM secondaire) ils ne recevront pas les mémes

molécules. Ce type d’approche a déja montré sa pertinence dans d’autres cancers.
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Figurel5. Rehaussement de contraste en imagerie (a), évolution de la vascularisation
consécutive au traitement par le Bevacizumab (b) et survie moyenne et survie sans
progression libre des patients traités par des agents cytotoxiques ou anti-angiogéniques. a.
Lésion de la BHE (ou BBB pour Blood-Brain barrier) qui devient tres perméable d’ou la
prise de contraste a I'IRM. b. Le Bevacixumab normalise la BHE qui redevient moins
perméable. (Tableau de droite) A I'image des agents cytotoxiques, les anti-angiogéniques
ne parviennent pas a améliorer la survie des patients. Adapté de Verhoeff |, BMC Cancer,
2009 et de Norden AD, J. Neurooncol., 2009.
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I-5/Nouvelles pistes thérapeutiques

Dans le cadre des glioblastomes, de nombreuses nouvelles pistes thérapeutiques sont en
cours d’exploration. Ces nouvelles cibles sont variées (vaccination, anti-ténascine C, anti-
JAM-B/JAM-C, anti-VEGF, anti-EGFR, anti-PDGF, anti-IGFR...). Un effort considérable
est réalisé dans le but de tester ces molécules et dans la recherche et la synthese de
nouvelles cibles. Parmi les plus étudiés, on trouve les anti-angiogéniques, les inhibiteurs

de tyrosine kinase et les intégrines.

I-5-1/ Les anti-angiogéniques

I-5-1a/ L’angiogenése
L’angiogenese est caractéristique des tumeurs gliales de haut grade puisque les tumeurs

de bas grade ne nécessitent pas de néo-vascularisation pour leur développement.

L’angiogenese résulte de la mise en place de ramifications vasculaires a partir de vaisseaux
pré-existants mais également de la modification de vaisseaux normaux englobés et
modifiés par la tumeur (Shibuya M, BMP Rep., 2008). L’angiogenese est un processus
complexe nécessitant la protéolyse de la MEC, la prolifération et la migration des cellules
endothéliales et la synthese de nouveaux composants de la MEC. Cette prolifération, dite
endothéliale, s’organise en néo-vaisseaux (Tate MG, Neurotherapeutics, 2009). Par ailleurs,
la prolifération « directionnelle » qui permet d’augmenter la longueur des vaisseaux co-
existe avec une prolifération en épaisseur, dite intraluminale, caractéristique histologique
fondamentale de la gradation des tumeurs gliales. De plus, ces vaisseaux montrent un
défaut dans la régulation du flux sanguin car 'ensemble de ces irrégularités conduit a des
agrégations plaquettaires, des thromboses et des foyers de nécrose tumorale (autre
élément de gradation de la malignité) et a des hémorragies intratumorales. Ces néo-
vaisseaux sont anormalement perméables et laissent donc diffuser le liquide plasmatique
ce qui augmente la teneur en eau du tissu tumoral et les tissus avoisinants (risque
d’cedeme). La barriére hémato-encéphalique défectueuse des patients contribue également

au rehaussement du contraste en imagerie (Verhoeff |, BMC Cancer, 2009) (Figurel5).
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Figurel6. Normalisation de la vascularisation tumorale. Le systéeme vasculaire normal est
mis a profit par la tumeur, se désorganise alors et se déforme. Une normalisation de cette
vascularition peut étre obtenue par l'utilisation d’anti-angiogéniques. (a) évolution de la
vascularisation, (b) dynamique de la normalisation de la vascularisation suite a I'inhibition
du VEGFR?2, (c) les péricytes sont présentés en rouge et la membrane basale en bleu, (d)
balance des facteurs pro- et anti-angiogéniques. Extrait de Duda DG, Trends Mol. Med.,
2007.
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I-5-1b/ Anti-VEGF
Les gliomes de haut grade, et particulierement les glioblastomes, sont connus pour étre
des tumeurs particulierement vascularisées. Cette forte vascularisation est corrélée a un
facteur de mauvais pronostic chez les patients (Hjorland GO, Exp. Cell. Res., 2004). Dans
les glioblastomes, ' ARNm de VEGEF est 50 fois augmenté en comparaison du tissu cérébral
normal (Machein MR, J. Neurooncol.,, 2000). L'utilisation d’anti-angiogénique permet
d’obtenir une normalisation de la vascularisation tumorale mais 1'équilibre entre agents

anti- et pro-angiogéniques est précaire (Figurel6).

Le Bevacizumab (Avastin™, Genentech/Roche), anticorps dirigé contre le VEGF-A, a été

la premiére thérapie anti-angiogénique qui a été approuvée dans les cancers humains. Il
est généralement administré en combinaison avec d’autres agents cytotoxiques dans les
tumeurs solides. L'Irinotecan, un inhibiteur de topoisomérase I, est 'un de ces agents
cytotoxiques utilisés en combinaison avec le Bevacizumab (Tableau 6). L’essai de phase II
rapporté par Vredenburg et ses collegues sur 1'utilisation conjointe du Bevacizumab et de
I'Irinotecan a montré une majorité de réponses partielles chez les patients atteints de
glioblastome récurrents avec un tiers des patients qui présentent une maladie stable
(Vredenburg JJ, Clin. Cancer Res., 2007 ; Vredenburg JJ, J. Clin. Oncol., 2007). D’autres
agents ont également montré une activité anti-angiogénique tel que le thalidomide ou le
vatalanib (Fine HA, J. Clin. Oncol., 2000,2003 ; D’Amato R], Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
1994).

L’aflibercept est aussi un anticorps dirigé conte le VEGF-A et-B qui a été testé au cours
d’une étude de phase II chez les patients atteints de gliome de haut grade. Les patients ont
montré des taux satisfaisants de réponses radiographiques mais leur survie n’est pas

améliorée pour autant (Ahluwalia MS, J. Oncol., 2010) (Tableau 6).

Le cediranib, un inhibiteur de tyrosine kinase ciblant le VEGFR (mais aussi le PDGFR[ et
le c-kit), a également induit une réponse radiographique dans la majorité des cas (56%)
mais sans prolongement de la survie des patients (Batchelor TT, Cancer Cell, 2007).
D’autres inhibiteurs sont actuellement en cours d’essais cliniques ou d’études précliniques

(Tableau 7) tel que le Sunitinib ou le sorafenib.
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Tableau 6. Listes d’agents anti-angiogéniques en cours d’essais cliniques. D’apres
Ahluwalia MS, J. Oncol., 2010 et http:/ /www.clinicaltrials.gov.
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A Timage du Bevacizumab, les agents anti-angiogéniques sont capables d’augmenter
l'efficacité d’autres agents cytotoxiques selon différents mécanismes: (1) effets anti-
angiogéniques directes du Bevacizumab et des agents sur les cellules endothéliales et les
éléments du stroma, (2) effet direct du Bevacizumab sur les cellules tumorales, (3)
normalisation de la vascularisation permettant une meilleure délivrance des autres agents

(Figurel6).

Malheureusement, ce type de traitement montre aussi certaines limites et la polémique est

alimentée par les résultats obtenus lors des essais cliniques :

4 Pas d’amélioration de la survie globale des patients (Figurel5) (méme si la
progression semble meilleure pendant les 22 premiéres semaines) (Norden
AD, J. Neurooncol., 2009).

Les vaisseaux co-optés sont réfractaires aux traitements anti-angiogéniques
(Leenders WP, Clin. Cancer Res., 2004).

Les astrocytomes de haut grade sont des tumeurs particulierement
infiltrantes et 1'invasion du parenchyme sain par les cellules tumorales ne
nécessite pas de néo-vascularisation.

2l Ces tumeurs montrent une forte capacité d’adaptation aux traitements anti-
angiogéniques et développent un phénotype extrémement invasif suite aux
traitements.

I-5-2/ Les inhibiteurs de tyrosine kinase (TKIs)
Compte tenu de l'importance des voies de signalisation dans le processus de
tumorigenese, I'EGFR a fait I'objet de nombreuses études particulierement dans les
glioblastomes ot son expression est augmentée et associée a un facteur de mauvais
pronostic (Muracciole X, Int. J. Radiat. Oncol. Biol. Phys., 2002). Le géne de 'EGFR est
communément amplifié (40-60%) dans les glioblastomes, particulierement dans le sous
type glioblastome de novo et certains astrocytomes anaplasiques (Watanabe K, Brain.
Pathol., 1996 ; Wikstrand CJ, J. Neurovirol.,, 1998). Dans certains cas, le gene de 'EGFR
subit des réarrangements au cours du processus d’amplification ce qui aboutit a la
synthese du transcrit variant EGFRyi. Ce mutant de I'EGFR résulte de la délétion de
I"'exon 2-7 (délétion de 801 paires de base dans le cadre de lecture de la séquence codante)

qui conduit a la synthese d'un récepteur possédant un domaine extra-cellulaire tronqué

(Wikstrand CJ, Curr. Opin. Oncol., 1999).
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Tableau 7. Inhibiteurs de protéines a activité tyrosine kinase et anticorps monoclonaux.
Pour certaines molécules, les essais cliniques de phase II sont achevés, pour d’autres, les
études précliniques sont encore en cours.
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La protéine EGFRvin est détectée dans 60% des glioblastomes et dans 20% des
astrocytomes anaplasiques mais également dans les cancers du poumon, du sein et de la
prostate mais pas dans les tissus sains. Les patients ayant un glioblastome exprimant le
récepteur mutant ont une faible espérance de vie de méme que les patients qui présentent

une amplification de I'EGFR (Schlegel |, Int. ]. Cancer., 1994).

L’erlotinib (Tarceva®) et le gefitinib (Iressa®) constituent les principaux inhibiteurs de

I'EGFR actuellement évalués en clinique (Halatsch ME, Cancer Treat. Rev., 2006). Ces
molécules présentent des caractéristiques particulierement attractives dans le cadre des
glioblastomes : ils ciblent l'activité kinase de I'EGFR et leur faible poids moléculaire
permet leur passage a travers la BHE. Le gefitinib a montré un effet anti-prolifératif et anti-

invasif au niveau des cellules de glioblastome notamment sur le récepteur muté (exons 19

et 21).

Contrairement au gefitinib, I'erlotinib inhibe I'EGFRyu. Différents inhibiteurs tyrosine
kinases de 'EGFR ont été testés dans le traitement des glioblastomes; pour autant, ces
traitements ne montrent pas la méme efficacité (Griffero F, J. Biol. Chem., 2009) (Tableau

7). Ce type de traitement montre néanmoins certaines limites :

1 Radiorésistance et chimiorésistance des tumeurs possédant un EGFR activé
(Chakravarti A, Cancer Res., 2002 ; Li B, Cancer Res., 2003)

1 Toutes les tumeurs ne sur-expriment pas le récepteur

1 Variation des réponses aux traitements en fonction de l'activation de MAPK et de la
protéine AKt (Cappuzzo F, J. Natl. Cancer Inst., 2004)

De nombreuses molécules ciblant récepteurs et voies de signalisation ont été et sont encore
développées avec des effets minimes a modérés sur la croissance tumorale (Tableau 7).
Parmi ces molécules, on peut citer 'imatinib (ciblant le PDGF) ou le Temsirolimus qui
cible m-tor. Pour autant, 'ensemble de ces données conduit toujours a la méme
conclusion : les molécules ayant été testées ou en cours d’essais cliniques ne permettent
pas d’obtenir une amélioration significative de la survie des patients (Kreisl TN, J.

Neurooncol., 2009).
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Figurel?7. Spécificité des intégrines pour leurs ligands et signalisation des intégrines. Les
intégrines reconnaissent différents types de récepteurs. Elles régulent également différents
processus cellulaires a travers 1'activation de nombreuses protéines de signalisation et de
protéines du cytosquelette. Adapté d’apres Hynes RO, Cell, 2002.
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I-5-3/ Les anti-intégrines
Les intégrines appartiennent a une grande famille de récepteurs d’adhésion
hétérodimériques transmembranaires constitués de deux sous-unités a et  liées de fagon
non covalente (Figurel?7) (Hynes RO, Cell, 2002). Ce sont des glycoprotéines avec une
extrémité N-terminale extra-cellulaire, un domaine court et une partie C-terminale
cytoplasmique sans activité enzymatique. Pres de 25 hétérodimeres, de masse allant de 90
a 160 KDa, sont actuellement décrits. La nature de la chaine [} permet de classer les
intégrines en trois sous familles: les intégrines P2, caractéristiques des leucocytes, sont
impliquées dans l'intéraction fonctionnelle avec I'endothélium, les intégrines p1 (famille la
plus représentée) et les intégrines 3 sont principalement impliquées dans 1’adhésion des
cellules avec la MEC. Les intégrines ne reconnaissent pas les mémes ligands ; certaines
sont des récepteurs de la lamine, d’autres du collagene et d’autres reconnaissent le peptide
RGD (présent dans la fibronectine ou la vitronectine par exemple) (Figurel?7). La liaison de
I'intégrine a son ligand provoque l'activation de l'intégrine. L’organisation des intégrines
en cluster (regroupement des intégrines au niveau de la membrane plasmique) et stimule
différentes voies de signalisation intra-cellulaire (Figure17). Contrairement aux récepteurs
de facteurs de croissance, les intégrines ne possédent pas d’activité enzymatique
intrinseque ou d’activité kinase mais elles sont capables d’activer un ensemble de kinases
ou de protéines adaptatrices (Hynes RO, Cell, 2002). La cascade d’activation conduisant a
l'activation des voies de signalisation par la liaison de I'intégrine a son ligand est nommée
«outside-in » (Giancotti FG, Nat. Cell Biol., 2000). Au contraire, I'activation de I'intégrine
peut étre réalisée par l'intermédiaire de signaux intra-cellulaires : ce processus est appelé
«inside-out » (Giancotti FG, Nat. Cell Biol., 2000). Les voies PI3-K/ AKt et MAPK sont les
voies de signalisation majeures engagées par l'activation des intégrines (Figurel?7). Par
conséquent, les intégrines régulent un grand nombre de processus cellulaires tels que
I'invasion, la migration, la survie ou encore la prolifération cellulaire (IHynes RO, Cell,
2002). Compte tenu du role joué par les intégrines dans la régulation de différents
processus cellulaires (fréquemment dérégulés dans les cancers), différentes études se sont
attachées a déterminer quelle était 'implication de ces intégrines dans les cancers, plus
particulierement, dans les gliomes. L'intégrine avp3 fut I'une des premieres intégrines

étudiées.
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Les premieres données, rapportées par I'étude de Gladson, révélaient que 1'expression de
la vitronectine (VN), ligand de l'intégrine avp3, était corrélée avec le grade tumoral
(Gladson CL, J. Clin. Invest., 1991 ; Gladson CL, J. Cell Sci., 1995). Dans les glioblastomes,
ou elle est la plus abondante, I'intégrine avp3 est largement représentée au niveau de
l'interface tumeur/parenchyme sain ot le processus de migration/invasion est le plus
actif. La VN comme les deux récepteurs de la VN sont exprimés par les cellules tumorales.
Ces premieres indications révélant une expression et une co-localisation du ligand et de
son récepteur suggéraient l'implication de l'intégrine avP3 dans les processus de
migration et d’invasion cellulaires. Le role de l'intégrine av33 dans ces processus a pu étre
vérifié in vitro (Berens ME, Clin. Exp. Metast.,, 1994). De plus, l'intégrine avp3 serait
impliquée dans la promotion de I'invasion des cellules tumorales car il a la capacité de
concentrer des MMPs (Brooks PC, Cell, 1996) a la surface des cellules tumorales et il peut
également intéragir avec la protéine PAI-1 qui peut stabiliser I'intéraction intégrine-ligand
ou induire l'internalisation du récepteur (Kost C, J. Biol. Chem, 1992). L’intégrine av33
joue également un role dans la survie des cellules tumorales et I'angiogenese (Avraamides
CJ, Nat. Rev. Cancer, 2008). En effet, la liaison de l'intégrine a son ligand induit une
augmentation de I'expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 et une diminution de la
protéine pro-apoptotique Bax favorisant ainsi la survie cellulaire (Stromblad S, J. Clin.
Invest, 1996 ; Lee BH, J. Cell Biochem., 2005). In vitro, Brooks et ses collaborateurs ont pu
montrer que l'inhibition de l'intégrine avp3 par un anticorps monoclonal LM609
conduisait a une inhibition de I'angiogenese et a 1'induction massive de 1'apoptose des
cellules endothéliales (Brooks PC, Cell, 1994). A cet égard, différentes molécules ont été

développées, dont le cilengitide actuellement en essai clinique de phase II.

Le cilengitide (EMD 121974 ; Merck KGaA), peptide cyclique appartenant a la famille des
peptides RGD, est le premier antagoniste des intégrines testé chez 'homme. Le cilengitide
excerce son activité inhibitrice sur deux intégrines, avp3 et av5. Les études précliniques
menées sur le cilengitide avaient pu mettre en évidence une inhibition de la croissance
tumorale dans des souris nude (Yamada S, Neurosurg., 2006 Abst). Il agit non seulement
sur l'angiogenese mais aussi sur la prolifération des cellules tumorales grace a son action

pro-apoptotique (Tentori L, Oncol. Rep., 2008).
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Figurel8. Résultat de 1'étude de phase I pour le traitement des glioblastomes récurrents
par le cilengitide. Adapté d’apres Reardon DA, J. Clin. Oncol., 2008.
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L’efficacité du cilengitide a été démontrée au cours d’études précliniques et cliniques.
Néanmoins, son utilisation dans le glioblastome, dans le cadre d’une monothérapie,
montre une bonne tolérance du traitement mais aucun bénéfice sur la survie globale des
patients (Reardon DA, . Clin. Oncol., 2008) (Figurel8). Cette étude de phase I n’ayant
montré que peu de toxicité, elle a été prolongée par une étude de phase II dont les
résultats ont été récemment publiés (Stupp R, J. Clin. Oncol., 2010). Le Cilengitide (500mg)
a été administré a des patients nouvellement diagnostiqués (contrairement a la phase I o1
le glioblastome était récurrent) de maniere concomitante au TMZ et a la radiothérapie. Le
taux de PFS (progression free survival) s'éleve a 63% a 6 mois ce qui représente une
amélioration de 15% par rapport a I'étude de référence réalisée par Stupp sur le protocole
TMZ et radiothérapie (Stupp R, New Engl. |. Med., 2005). Les auteurs indiquent que I'effet
du cilengitide pourrait étre limité chez les patients ayant un profil MGMT méthylée et
suggerent donc, a l'avenir, de réaliser des sous-groupes de patients selon le statut de la

méthylation de MGMT afin d’obtenir de meilleurs taux de réponse.

D’autres antagonistes de I'intégrine avp3 existent tel que le 5247 (peptidomimétique des
intégrines avPp3 et avp5). Ils ont montré une inhibition intéressante de la vascularisation
tumorale, du nombre de métastases et de la croissance tumorale (Reinmuth N, Cancer

Res., 2003).

A l'image de l'intégrine av3, d’autres intégrines présentent un potentiel particulierement
intéressant. En effet, un certain nombre d’études ont révélé le potentiel de 'intégrine a5p1
dans la prise en charge thérapeutique des tumeurs solides. L’étude réalisée par Sawada et
ses collegues met en évidence que l'expression de l'intégrine a5pl, qui est inversement
corrélée a celle de la E-cadhérine, promeut I'invasion et la formation de métastases dans
les cancers ovariens (Sawada K, Cancer Res., 2008). L’inhibition de la E-cadhérine dans les
cellules RMUG-S conduit a la sur-expression de I'intégrine a5p1 via I'activation de FAK et
de la voie ERK1-MAPK. Les auteurs proposent d’utiliser la sur-expression de l'intégrine
a5p1 comme marqueur pronostic et comme cible thérapeutique dans les cancers ovariens
(Sawada K, Cancer Res., 2008). Dans le cancer du poumon, I'expression de l'intégrine a5p1
est tres forte alors qu’elle n’est pas exprimée dans les tissus sains (Adachi M, Clin. Cancer

Res., 2000).
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Tableau 8. Différents antagonistes des intégrines décrits dans la littérature.
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La sur-expression de l'intégrine est associée a un phénotype plus malin, a la formation de
métastases et a la survie des cellules tumorales (Saito T, Br. J. Cancer, 1996). Récemment,
les travaux de Roman et de ses collegues ont révélé que 1'expression de l'intégrine a5p1
était essentielle a la progression tumorale (Roman |, Am. |. Respir. Cell Mol. Biol., 2010).
Dans les glioblastomes, 1'expression de l'intégrine a5p1 (Reimenschneider T, Am. J.
Pathol., 2005) est clairement impliquée dans l'invasion et la migration des cellules

tumorales (Uhm JH, Front. Biosci., 1999).

L’ensemble de ces données a conduit au développement de différentes molécules ciblant
I'intégrine a5PB1: des antagonistes peptidiques (ATN-161), des antagonistes non
peptidiques (S]739, K34, JSM6427) ou encore des anticorps (Volociximab) (Tableau 8).

Le Volociximab (M200, PDL BioPharma/Biogenldec) est le premier anticorps monoclonal

chimérique (82% humain et 18% murin) dirigé contre l'intégrine a5p1. D’ailleurs, il
présente une forte affinité pour cette intégrine (Kd= 0,3nM). Le Volociximab inhibe la
prolifération des cellules endothéliales et induit leur apoptose. In vivo, il inhibe la
croissance tumorale dans un modeéle de carcinome implanté chez le lapin (VX2) et diminue
I'angiogenese (Bhaskar V, |. Transl. Med., 2007 ; Bhaskar V, Invest. New Drugs, 2008). Des
essais cliniques sont actuellement en cours dans le cancer du poumon non a petites

cellules mais pas dans les gliomes.

L’ATN-161 est un pentapeptide linéaire N-acéthylé (Ac-PHSCN-NH2), non RGD
mimétique, antagoniste de I'intégrine a5p1. C'est un inhibiteur non compétitif de la région
synergique de la fibronectine (FN) établi a partir de la séquence PHSRN ; cette région a
pour fonction d’augmenter 1'affinité et la spécificité de la liaison réalisée par le domaine
RGD rendant l'intéraction intégrine a5P1-FN plus forte. L'implication de la séquence
PHSRN dans l'induction de l'invasion cellulaire a conduit a la synthése de molécules
comme "ATN-161 (Livant DL, J. Clin. Invest., 2000). Toutefois, différentes études ont pu
démontrer la liaison de 'ATN-161 a la sous-unité p de l'intégrine a5p1 et a I'intégrine
avf33 ce qui conduit a une activité anti-tumorale et anti-métastatique dans différents types

de cellules cancéreuses (Tableau 8).
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L’ATN-161 est également capable d’inhiber la phosphorylation des protéines de la voie
des MAPK (Khalili P, Mol. Cancer Ther., 2006 ; Stoeltzing O, Int. J. Cancer, 2003). L’ATN-
161 est actuellement en cours d’essais cliniques de phase II, associé au carboplatine dans le
traitement des glioblastomes récurrents. Les résultats obtenus a 1'issue de I'essai clinique
de phase I dans les tumeurs solides (prostate, colon, rein ...) avaient mis en évidence une
bonne tolérance de la molécule quelles que soit les doses utilisées et un prolongement de
la phase de stabilisation de la maladie chez un tiers des patients (Cianfrocca ME, Br.

J.Cancer., 2006).

Le SJ749 est le premier antagoniste, RGD mimétique, non-petidique de I'intégrine a5p1
(Tableau 8). Il exerce son activité sur les cellules endothéliales en inhibant leur migration
et il inhibe leur adhérence cellulaire a la fibronectine (Kim S, Am. J. Pathol., 2000;
Smalheer |M, Bioorg. Med. Chem. Letters, 2004). Les études réalisées au laboratoire ont
mis en évidence que le S5J749 était capable d’inhiber la prolifération, 'adhérence a la FN et
la formation de colonies de cellules de glioblastome exprimant I'intégrine a5p1 (Maglott
A, Cancer Res., 2006). De plus, l'utilisation de cet antagoniste (au méme titre que
I'antagoniste K34c ; voir ci-dessous) conduit a l'inhibition de la sénescence prématurée
induite par le traitement chimiothérapeutique et facilite 'apoptose des cellules de

glioblastomes exprimant la protéine p53 sauvage (Martinkova E, Int. J. Cancer, 2010).

Le JSM6427 est un antagoniste tres affin de I'intégrine a5@1, basé sur un chassis tyrosine
mimétique RGD. Son activité in vivo et in vitro sur les cellules endothéliales a été décrite
dans différentes études. Il induit l'apoptose des cellules endothéliales, inhibe leur
prolifération et la lymphangiogenese (Dietrich T, Am. J.Pathol.,, 2007) (Tableau 8). Le
JSM6427 est capable d’inhiber in vivo la croissance des gliomes, diminue la densité des
cellules microgliales retrouvées a la périphérie de la tumeur et inhibe la phosphorylation
de la protéine ERK induite par la liaison a la FN (Farber K, Mol. Cell Neurosci., 2008 ;
Umeda N, Mol. Pharmacol., 2006). Cette molécule fait 1'objet d'un essai clinique de phase I

dans le cadre de la dégénérescence maculaire avancée.

Le K34c fait partie des nouvelles molécules non-peptidiques antagonistes sélectives de

I'intégrine a5p1 révélées par les études du groupe Kessler.
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Cette molécule, comme le SJ749, est un mimétique de la séquence RGD qui montre une
bonne affinité pour l'intégrine a5p1 [avec une ICso (half maximal inhibitory concentration) de

3,1nM contre 1,8nM pour le SJ749] (Heckmann D, ChemBioChem., 2008).

Des antagonistes combinés des intégrines a5p1 et avp3 ont récemment fait leur apparition

dans une étude réalisée par Gentilucci et ses collaborateurs. Certaines de ces molécules
montrent des effets intéressants sur l'inhibition de l'angiogenese (testée sur des cellules
HUVEC) et inhibent 'adhésion a la FN et a la VN (Gentilucci L, . Med. Chem., 2010).
L’intérét de ce type d’approche est de pouvoir combiner les effets thérapeutiques obtenus

avec des antagonistes de ces différentes intégrines.
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Figurel9. Les différentes morphologies des cavéoles et la localisation de la cavéoline-1 au
sein des cavéoles (adapté de Parton RG, Nat. Mol. Cell Biol.,, 2007 ; Matveev S, Adv. Drug
Deliv. Rev., 2001). Les cavéoles ont une structure en forme Q et sont constituées de
cavéoline (partie gauche de la figure). Elles peuvent aussi adopter d’autres formes (partie
droite). Les cavéoles peuvent atteindre une taille de 300nm en fonction de leur contenu en
cavéoline et en cholestérol : ce sont des microdomaines membranaires dynamiques qui
changent de forme en réponse aux forces exercées.
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II/ La cavéoline-1

I1-1/ Présentation des cavéoles

I1-1-1/ Structure et distribution des cavéoles

Décrites et nommées pour la premiere fois dans les années 1950 (Palade GE, |. Appl Phys.,
1953 Abst; Yamada E, ]. Biophys. Biochem., 1955 Abst) grace a la microscopie
électronique, les cavéoles (ou petites « caves ») sont des invaginations de la membrane
plasmique de 50 a 100 nm (figurel9). Les cavéoles sont impliquées dans différents
processus cellulaires tels que le processus d’endocytose, de transcytose (Schubert W, J.
Biol. Chem., 2001) et de potocytose (Anderson RG, Science, 1992), dans le transport du
cholestérol (Smart EJ, J. Biol. Chem., 1996), dans la transduction des signaux
intracellulaires mais également dans les processus d’oscillations calciques (Isshiki M, J.
Cell Sci., 2002). Ces structures, en forme d’omega (Q), sont présentes dans la plupart des
tissus mais sont les plus abondantes au sein des adipocytes, des cellules endothéliales, des
pneumocytes de type 1, des fibroblastes et des cellules musculaires lisses et striées
(Anderson RG, Annu. Rev. Biochem., 1998 ; Parton RG, Nat. Rev. Mol. Cell Biol., 2007). En
fait, la présence et la proportion des cavéoles dans les cellules et, par extension, dans les
tissus dépendent de la présence de la cavéoline : si le tissu contient beaucoup de cavéoline
il contiendra aussi beaucoup de cavéoles (Parton RG, J. Cell Sci., 2006). Les cavéoles sont
retrouvées au niveau de la membrane plasmique mais également dans le cytosol ou elles
forment des vésicules discretes de formes différentes. Malgré certaines discordances
bibliographiques, il est communément admis que les cavéoles sont capables de se détacher
de la membrane plasmique (Anderson RG, Science, 1992 ; Chang W], J. Cell Biol., 1992;
Schnitzer JE, J. Cell Biol.,, 1994). Les cavéoles sont des microdomaines membranaires
constitués de molécules lipidiques et de protéines. La composition lipidique exacte des
cavéoles n'est pas compléetement dévoilée mais elles sont riches en cholestérol et en
sphingomyéline (et la plupart des phospholipides en sont absents ou en faible quantité).
L’importance du cholestérol dans la structure et la fonction des cavéoles a été établie grace
a 'utilisation de différents composés capables de dépléter le cholestérol (oxydase du
cholestérol, la filipine, nystatin et méthyl-p-cyclodextrine) (Smart EJ, J. Cell Biol., 1994 ;
Orlandi PA, J. Cell Biol., 1998 ; Rothberg KG, Cell, 1992).
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Figure20. La membrane plasmique présente des domaines hautement et faiblement
organisés (adapté d’apres Goetz |, Cancer Metast. Rev., 2008). Les cavéoles, en forme de Q,
sont des domaines membranaires hautement organisés (highly-ordered membrane
domain) riches en cholestérol.
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Le transport du cholestérol est bloqué par un traitement des fibroblastes humains ou des
cellules MA104 avec de la progestérone : la cavéoline est alors accumulée au niveau du
lumen du réticulum endoplasmique (RE). Le traitement des cellules par des agents
déplétant le cholestérol conduit a un aplatissement de la membrane plasmique avec une
disparition des cavéoles et de la cavéoline qu’elle contient. Les cavéoles sont des organites
cellulaires relativement mobiles de par leurs interactions avec le cytosquelette. De ce fait,
la réorganisation du cytosquelette d’actine engendre une redistribution des cavéoles a
I'intérieur de la cellule. Ce processus est particulierement visible lors d'un traitement
cellulaire par de la cytochalasine D (drogue dépolymérisant l'actine) induisant une
augmentation de la motilité de la cavéoline-1 visualisée par un marquage membranaire
par la GFP (Head BP, J. Biol. Chem., 2006 ; Pelksmans L, Science, 2002). Au contraire, la
dépolymérisation des microtubules par le nocodazole diminue cette mobilité (Mundy DI,
J. Cell Sci., 2002). D’autres agents induisent la mobilité des cavéoles tels que les inhibiteurs
de phosphatases comme l'acide okadaique ou le vanadate qui vont promouvoir non
seulement leur mobilité mais aussi leur internalisation et leur agrégation au niveau des
régions péri-nucléaires (Stahlhut M, Exp. Cell Res., 2000). Les inhibiteurs de kinases tels
que la staurosporine ou la cytochalasine D inhibent leur internalisation alors que les esters
de phorbol (Anderson HA, Mol. Biol. Cell,, 1996) et les activateurs de la PKC (PMA)
induisent leur disparition (Parton RG, J. Cell Biol., 1994 ; Smart EJ, ]. Cell Biol., 1994). Les
cavéoles appartiennent a la famille des rafts (ou radeaux) lipidiques qui correspondent a
des domaines lipidiques riches en glycosphingolipides, en sphingomyéline, en protéines et
en cholestérol (figure20). Ces domaines sont assimilés a des domaines membranaires dits
organisés (figure20). Des domaines dits désorganisés co-existent avec ces domaines
organisés et les lipides peuvent aisément circuler d'un domaine a l'autre. C'est leur
résistance a une extraction aux détergents qui a conduit a l'idée que les cavéoles

appartenaient a la famille des rafts lipidiques.

II-1-2/ Internalisation des pathogenes par les cavéoles
Certains virus non-enveloppés comme le virus SV40 (Simian Virus 40) utilisent
I'endocytose par les cavéoles afin de pénétrer a I'intérieur des cellules (Anderson HA, Mol.

Biol. Cell., 1996 ; Pelkmans L, Science, 2002).
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Tableau9. Les cavéoles: une voie d’entrée pour les pathogenes dans les cellules
eucaryotes (adapté d’apres Pelkmans L, Traffic, 2002). MHC1 : major histocompatibility
complex I antigen ; TM : transmembranaire ; ND : non déterminée ; Caco-2 : human epithelial
colorectal adenocarcinoma ; Hela : cellules du cancer du col de l'utérus ; BHK : baby hamter
kidneys ; CV-1: african green monkey kidney cells ; NIH3T3 : fibroblastes embryonnaires de
souris ; SAOS : human osteosarcoma cells ; NM7 : nasal epithelial cells ; BMMCs : Mouse bone
marrow-derived mast cells.
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L’expression d’'un mutant dominant négatif de la cavéoline-1 abolit l'internalisation et
I'infection des cellules par le SV40 alors que l'inhibition de la voie d’endocytose
dépendante de la clathrine n’affecte ni l'internalisation, ni 'infection par la SV40. Les
vésicules cavéolaires, contenant des particules virales, ont un diametre de 60 a 70nm
environ. La dépolymérisation de l’actine corticale semble nécessaire au détachement de
ces vésicules de la membrane vers le cytosol (Pelkmans L, Nat. Cell Biol., 2001). Ces
vésicules sont nommées cavéosomes : elles sont caractérisées par leur contenu riche en
cholestérol et en glycosphingolipides et par leur pH neutre contrairement aux endosomes
et aux lysosomes qui possedent un pH acide. Les anticorps dirigés contre des marqueurs
spécifiques de différentes vésicules tels que les endosomes, les lysosomes, le complexe de
golgi ou les vésicules trans-golgiennes ou le réticulum endoplasmique ne marquent pas les
cavéosomes.

Certes, les cavéoles ont été impliquées dans I'endocytose de virus (Werling D, J. Leukoc.
Biol., 1999 ; Mackay RL, J. Virol.,, 1976 ; Marjomaki V, J. Virol., 2002) mais également dans
celle de toxines (Herreros |, Mol. Biol. Cell, 2001 ; Torgersen ML, J. Cell Sci., 2001) de
bactéries (Shin |S, Science, 2000), de parasites (plasmodium falciparum) (Lauer S, EMBO [,
2000), de champignons (pneumocytis carinii) et de protéines du prion (Vey M, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 1996) (Tableau 9). Cette voie d’entrée dans les cellules évite aux

pathogenes d’étre dégradés (par la voie lysosomale par exemple).

II-1-3/ Les cavéoles et leur fonction de recyclage
Certaines protéines requierent la cavéoline-1 pour leur adressage membranaire comme le
récepteur de I'angiotensine II de type I ou le récepteur de I'insuline (dans les adipocytes, in
vivo) (Wyse BD, J. Biol. Chem., 2003; Cohen AW, Am. ]J. Physiol. Cell Physiol., 2003). De
maniére similaire, le récepteur du TGFP est constitutivement endocyté par deux
mécanismes dépendants et indépendants (par l'intermédiaire des cavéosomes) des puits
coatés de clathrine. Alors que le premier mécanisme conduit a promouvoir la signalisation
issue du récepteur, le second conduit au « turnover » (ou renouvellement) du récepteur.
Par exemples, certaines protéines impliquées dans la transduction du signal (SARA,
Smad?2) sont retrouvées dans les endosomes et les protéines conduisant le récepteur vers la

dégradation sont retrouvées dans les cavéosomes (Di Guglielmo GM, Nat. Cell Biol., 2003).
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Figure2l. La cavéoline-1 module différentes voies de signalisation dans les cellules
endothéliales (adapté de Frank PG, J. Clin.Invest., 2006). En absence de stimuli, la eNOS
est maintenue dans un état inactif. Apres stimulation (shear stress) la eNOS peut étre
activée selon différentes voies de signalisation: VEGFR2 active la voie PI3BK-AKt, les
récepteurs des protéines G activent la voie des MAPK
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Les cavéoles sont également capable, avec I'aide des protéines membranaires associées aux
GPI, de concentrer certaines petites molécules telles que le récepteur du folate (FR). Ces
récepteurs sont regroupés, grace a des intéractions avec la partie lipidique des protéines
GPI, au niveau de la membrane en cluster (soit 30 000 molécules par um?). Les cavéoles
peuvent alors se détacher de la membrane et le folate est libéré de son récepteur grace a un
gradient de protons. Les protéines peuvent étre libérées puisqu’elles ne sont pas
dégradées (Anderson RG, Science, 1992). Ce mécanisme, nommé potocytose, concerne
d’autres types de protéines ou de molécules : il offre a la cellule une possibilité différente

de controler la biodisponibilité des ligands ou des récepteurs.

II-1-4/ Cavéoles et cavéolines : des mécanocepteurs

L’'implication de la cavéoline-1 et des cavéoles dans les processus de mécanoception
cellulaire a été mise en évidence grace a des études in vivo menées sur des souris Cavl”/-.
Le flux sanguin exerce une force aux niveaux des cellules endothéliales (les shear stress) qui
provoque une augmentation du taux de cavéoline-1 membranaire et une redistribution de
la protéine (Yu J, J. Clin. Invest., 2006 ; Park H, Am. J. Physiol. Heart Circ. Physiol., 2000).
Certaines voies de signalisation sont également activées (eNOS et MAPK) et la
phosphorylation de la cavéoline-1, dépendante de l'intégrine P1, est augmentée
(Figure21). Ici, la cavéoline-1 participe a la mécanotransduction via les intégrines (Radel C,

Am. ]. Physiol. Heart Circ. Physiol., 2005).

I1-2/ Présentation des cavéolines

I1-2-1/ La famille des cavéolines
La cavéoline-1 a été initialement identifiée comme étant une protéine de 22kDa dont la
phosphorylation des tyrosines était corrélée a la transformation des fibroblastes par le
virus du sarcome de roux (rsv) (Gleney JR, |. Cell Biol., 1989). En 1992, Kurzchalia et ses
collaborateurs identifient un certain nombre de protéines insolubles au détergent CHAPs
dont la protéine VIP-21, dans les cellules de mammiferes (Kurzchalia TV, J. Cell Biol.,

1992).
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Figure22. La famille des genes de la cavéoline (adapté de Razani B, Pharmacol. Rev., 2002
et de Hnasko R, Mol. Interv., 2003). A, position des différents exons et la taille des
protéines (amino acids, acides aminés) et position du motif FEDVIAEP. B, topologie de la
cavéoline-1 avec ces différents domaines membranaires (N-MAD, C-MAD), TM : domaine
trans-membranaire).
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Les travaux de Glenney montreérent alors que les séquences de la protéine VIP-21 et de la
cavéoline-1 étaient identiques et qu’il s’agissait, par conséquent, de la méme protéine
(Gleney JR, FEBS Lett., 1992). La cavéoline-1 possede des domaines hydrophobes qui sont
insérés au niveau de la membrane plasmique et ses extrémités N et C-Terminales sont
cytoplasmiques (figure22). La stabilisation de la protéine a la membrane plasmique est
réalisée par trois résidus cystéine palmitoylés. Deux isoformes de la cavéoline-1 ont été
identifiées : 'isoforme Cav-1la et Cav-1p. L'isoforme a est prédominante et est constituée
de 178 résidus alors que l'isoforme 3, de 147 résidus, provient de 1'épissage alternatif du
site d’initiation Met32). La cavéoline-2 (Cav-2a) est également composée de trois exons
codant une protéine de 162 résidus avec une séquence proche de celle de la cavéoline-
1(figure22). Des isoformes tronquées de la cavéoline-2 (Cav-2p et Cav-2y) ont pu étre
identifiées mais pas encore caractérisées (Scherer PE, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1996). La
cavéoline-3 a été identifiée, en recherchant des génes homologues a la cavéoline-1, grace a
I'analyse de bases de données et l'analyse de banques d’ADNc. La cavéoline-3 est
composée de deux exons et code pour une seule protéine mature de 151 résidus (figure22).
Les cavéolines 1 et 2 ont une distribution quasi ubiquitaire alors que 1'expression de la
cavéoline-3 est presque exclusivement restreinte au tissu musculaire, ou elle est impliquée
dans la formation des tubules T. Par ailleurs, les cavéoline-1 et -2 n’étant pas ou peu
exprimées par les cellules trophoblastiques, les lymphocytes ou encore les cellules
transformées, I'endocytose par les cavéoles ne peut avoir lieu dans ces cellules (Fra AM, J.
Biol. Chem., 1994 ; Koleske AJ, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1995). Les cavéolines 1 et 2
forment des hétérodimeres dans la plupart des types cellulaires alors que la cavéoline-3
forme des homodimeéres dans les myocytes des muscles striés. La cavéoline-1 a une
fonction structurale et peut former des homo- ou des hétéro-oligomeéres avec la cavéoline-
2. Néanmoins, la cavéoline-1 est requise pour le transport de la cavéoline-2 a la membrane

(Parolini I, J. Biol. Chem., 1999 ; Mora R, TBC, 1999).

Le pourcentage d’homologie entre la cavéoline humaine et celle retrouvée chez
Caenorhabditis elegans est tres élevé augurant d'une grande conservation au cours de

I’évolution et par conséquent une fonction essentielle.
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Par ailleurs, les cavéolines présentes toutes un motif stuctural identique FEDVIAEP, une
signature hautement conservée au cours de I'évolution (figure22A). La cavéoline-1 fut le
premier membre de la famille des cavéolines a avoir été identifié ; elle a donc servit de
modele pour I'étude de la fonction des cavéolines et des cavéoles. La région centrale de la
protéine contient 33 acides aminés hydrophobes qui agissent comme un point d’ancrage a
la membrane et permettent a la protéine d’adopter une configuration « hairpin » avec ses
domaines C et N-terminaux faisant face a la membrane (figure22B).

Des études basées sur la délétion des régions N-MAD et C-MAD de la cavéoline-1 ont
révélé le role de ces régions dans I'attachement de la cavéoline-1 a la membrane (Schlegel
A, J. Biol. Chem., 1999). Le domaine C-MAD (C-terminal membrane attachment domain)
permet la localisation trans-golgienne de la cavéoline-1 alors que le domaine N-MAD (N-
terminal membrane attachment domain) localise la cavéoline-1 au niveau de la membrane
(figure22B). De plus, la cavéoline-1 est palmitoylée au niveau de trois résidus cystéine
(Cys133, Cys143 et Cys 156) qui jouent un role dans I'oligomérisation et la stabilisation de
la cavéoline-1 (Das K, J. Biol. Chem., 1999 ; Dietzen D], J. Biol. Chem., 1995 ; Monier S,
FEBS Letter, 1996). Les résidus 61 a 101 correspondent a la région d’auto-oligomérisation.
La cavéoline-1 possede un domaine CSD (Caveolin Scaffolding Domain) identifié au niveau
des résidus 82 a 101. Ce domaine hydrophobe permet a la cavéoline-1 d’interagir avec de
nombreuses protéines possédant un domaine CBD (pour Caveolin Binding Domain)
reconnaissant le domaine CSD de la cavéoline-1. D’apres Couet et ses collaborateurs, ce
domaine CSD reconnaitrait une série de séquence consensus @XDPXXXXD, DXXXXDXX
ou encore DXDXXXXDXXD ou P représente un résidu aromatique (Tryptophane,
Phénylalanine ou Tyrosine) (Couet J, J. Biol. Chem., 1997).

II-2-2/ La cavéoline-1 : protéine de structure des cavéoles
La cavéoline-1 est une protéine nécessaire a la formation des cavéoles. Récemment, une
autre protéine cytosolique, la cavine (PTRF, polymerase transcript release factor) a été
impliquée dans la formation et 1'organisation des cavéoles (Lui L, |. Biol. Chem., 2008 ;
Vinten |, Biochim. Biophys. Acta, 2005) mais également dans la fonction de ces organites
(Hill MM, Cell, 2008). Le role de la cavéoline-1 dans la formation et la fonction des

cavéoles a longtemps été controversé.
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Figure23. L’endocytose par les cavéoles (adapté de Parton RG, Nat. Mol. Cell Biol., 2007 et
de Mosesson Y, Nat. Rev. Cancer, 2008). Les molécules endocytées par les cavéoles
fusionnent avec les endosomes ou les cavéosomes. Elles sont alors dégradées ou recyclées.
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D’une part, 'expression de la cavéoline-1 est suffisante pour générer les cavéoles dans les
lymphocytes (Fra A, Proc. Natl. Acad. Sci USA, 1995) ou dans les cellules FRT (Fisher Rat
Thyroid) (Lipardi C, . Cell Biol.,, 1998). De plus, les souris Knock-out pour le géne de la
cavéoline-1 montrent une disparition totale de l'organite ce qui met en évidence la
nécessité absolue de la cavéoline-1 dans la formation des cavéoles (Drab M, Science, 2001).
En revanche, des expériences de siRNA dirigé contre la cavéoline-1 suggeérent une
endocytose tout a fait normale en absence de la cavéoline-1 (Nichols BJ, Nat. Cell Biol,,
2002). De surcroit, la sur-expression de la cavéoline-1 conduit a I'inhibition de I’endocytose
(Minshall RD, J. Cell Biol., 2000 ; Le PU, J. Cell Sci., 2003). Dans ce contexte, la formation
des cavéoles dépendrait effectivement de la cavéoline-1 mais I'importance de la cavéoline-
1 dans le processus d’endocytose, la fonction premiére des cavéoles, demeure incertaine et

les travaux parus dans ce domaine alimentent la controverse (figure23).

Les cavéoles sont capable de fusionner avec des cavéosomes mais aussi avec des
endosomes par un mécanisme dépendant de Rab5 (figure23). Les termes de membranes
résistantes aux détergents (DRM) ou de DIG (pour detergent-insoluble glycolipidid-rich
membrane) sont utilisés afin de définir biochimiquement les radeaux lipidiques et donc les
cavéoles. Un pool de cavéoline-1 nouvellement synthétisé est observé dans différents
types cellulaires et ce pool n’est pas associé au DRM (Parton RG, Nat. Rev. Mol. Cell Biol,,
2007) indiquant que la cavéoline-1 ne serait pas uniquement associée aux cavéoles. Ces
données suggerent que la cavéoline-1 existe en dehors des cavéoles et qu’elle posséde

d’autres fonctions indépendamment de son role dans 1’endocytose.

II-2-3/ Synthese et dynamique intra-cellulaire de la
cavéoline-1
La cavéoline-1 est une protéine membranaire qui est synthétisée au sein du RE selon un
processus dépendant du signal SRP (signal recognition particle) (Monier S, Mol. Biol. Cell,
1995). Suite a une premiere étape d’oligomérisation au sein méme du RE, la cavéoline-1 est
transportée du RE vers 1'appareil de golgi ot les propriétés de la protéine sont modifiées

(Monier S, FEBS, 1996).
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La sortie de la cavéoline-1 de l'appareil de Golgi est associée au processus
d’oligomérisation de la cavéoline-1 qui se retrouve associée au cholestérol et a des
domaines lipidiques riches en glycosphingolipides. Le cholestérol régule par ailleurs le
trafic golgien de la cavéoline-1 dont il accélere la sortie (Pol A, Mol. Biol. Cell, 2005). Le
transit de la cavéoline-1 a travers 'appareil de Golgi est relativement lent ce qui permet de
visualiser par microscopie la cavéoline-1, marquée (anticorps anti-Go-cav), nouvellement
synthétisée (Pol A, Mol. Biol. Cell, 2005). De nombreuses protéines, récemment identifiées,
jouent un roéle important dans ce processus d’adressage des complexes cavéoline-
1/cholestérol a la membrane. Le trafic du cholestérol entre les cavéoles et les membranes
intra-cellulaires peut s’effectuer grace aux protéines de transport SNAPs et SNAREs
(Schnitzer JE, J.Biol. Chem., 1995). D’ailleurs, la syntaxine-6 (protéine SNAREs pour Soluble
N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptors) est également impliquée dans le
processus d’adressage de la cavéoline-1 a la membrane tout comme des protéines
associées aux GPI (glucosyl phosphatidylinositol) et des gangliosides (GM1) (Choudhury
A, Nat. Cell Biol.,, 2006). Par ailleurs, la cavéoline-1 est palmitoylée sur différentes
cystéines au niveau des derniers compartiments de l'appareil de Golgi mais cette
modification ne joue aucun réle dans le transport et la localisation de la cavéoline-1
(Dietzen D, J. Biol. Chem., 1995). Enfin, au cours des différentes étapes de sa synthese, la
cavéoline-1 passe d'une forme monomérique (soluble aux détergents) a une forme
oligomérique (insoluble aux détergents). Cette derniere suggeére l’association de la

cavéoline-1 avec des radeaux lipidiques (Parton RG, J. Cell Sci., 2006).

Différentes études ont mis en évidence un pool cytosolique de cavéoline-1 appartenant a
un complexe de protéines chaperonnes comprenant la cavéoline-1, la hsp56, la
cyclophiline 40, la cyclophiline A mais aussi le cholestérol (Uittenbogaard A, J. Biol. Chem,
1998). Liu et ses collaborateurs mettent également en évidence la sécrétion de cavéoline-1
dans le milieu extracellulaire (Liu P, Nat. Cell Biol., 1999). Cette cavéoline-1 sécrétée, co-
fractionnée avec l'apolipoprotéine, pourrait faire partie de complexe lipidique sécrété par

les cellules pancréatiques.
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Figure24. Génération des souris KO pour le géne de la cavéoline-1. Une cassette
néomycine a été utilisée dans toutes les constructions. Adaptée de Le Lay S, Biochim.
Biophys. Acta, 2005.

Figure25. Les souris déficientes en cavéoline-1 présentent de nombreuses affections
(adapté d’apres IHnasko R, Mol. Interv., 2003 ; Razani B, |. Biol. Chem., 2001 ; Lee H, Am.
J. Pathol., 2002). Les souris cavl-/- possedent un taux normal de HDL mais présentent: un
dysfonctionnement pulmonaire, une résistance a I'insuline, une lactation prématurée, un
dysfonctionnement urinaire, une hypertrophie cardiaque et une diminution de la durée de
vie. ¢ pour cellules.
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La cavéoline-1 est une protéine particulierement dynamique qui se retrouve dans tous les
compartiments cellulaires et dans le milieu extra-cellulaire ; elle joue un role décisif dans la

régulation de différents génes, protéines et voies de signalisation.

II-3/ Les multiples fonctions de la cavéoline-1

I1-3-1/ Les souris cavéoline-1 KO

‘étude des animaux KO pour le gene de la cavéoline-1 a apporté beaucoup de réponses
sur le role de la cavéoline-1 dans différentes pathologies, notamment dans le cancer. La
génération de souris déficientes en cavéoline-1 a été réalisée de maniéere simultanée dans
deux équipes, américaine (Razani B, |. Biol. Chem., 2001) et allemande (Drab M, Science,
2001) selon des stratégies expérimentales proches (insertion d’une cassette néomycine)
(Figure24). Ces deux équipes rapportent une absence de cavéoles identifiables dans les
cellules endothéliales ou adipeuses oul la cavéoline-1 est normalement exprimée. Ces
données semblent donc indiquer que la cavéoline-1 est le principal médiateur de la
formation des cavéoles. Ces souris présentent une hyper-prolifération endothéliale et une
augmentation de la perméabilité microvasculaire in vivo (Razani B, J. Biol. Chem., 2001)
(Figure25). De plus, ces animaux souffrent d'un grave dysfonctionnement du systeme
cardiovasculaire avec une dérégulation de la voie calcique et de celle du NO (Drab M,
Science, 2001). L’injection d’un peptide contenant le domaine CSD de la cavéoline-1 dans
ces souris conduit a une diminution de I'hyper-perméabilité vasculaire et de Ia
vasodilation induite par le NO avec une inhibition de l'activation de la eNOS (Bucci M,
Nat. Med., 2000). Les souris cavéoline-1 déficientes (vierges et agées de 6 semaines)
montrent également une hyperplasie des cellules épithéliales mammaires (Lee H, Am. .
Pathol., 2002) (Figure25). Ces souris développent également une hypertrophie cardiaque
avec une hyper-activation de la protéine ERK observée dans les fibroblates cardiaques
(Cohen AW, Am. J. Physiol. Cell Physiol.,, 2003). Bien que la cavéoline-1 ne soit pas
exprimée dans les myocytes cardiaques, les auteurs observent dans ces souris un
élargissement du ventricule droit aux dépens du gauche avec une diminution de la
fonction systolique cardiaque. L’atteinte cardiaque pourrait s’expliquer ici par la présence

de la cavéoline-1 au niveau des fibroblates et des cellules endothéliales cardiaques.
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Bien que la délétion de la cavéoline-1 dans ces souris n'induise pas l'apparition de
tumeurs spontanées, elle conduit a 'augmentation de la tumorigénicité (Capozza F, Am. J.
Pathol., 2003). En effet, l'application répétée d'un carcinogéne, le DMBA (7, 12-
dimethylbenzanthracene), induit une augmentation de l'incidence, du nombre et de la
taille des tumeurs au niveau de la peau de ces souris avec une augmentation des taux de
cycline D1 et de ERK-p. Les souris Cav-1-/- croisées avec une souche transgénique MMTV-
PyMT (Maglione JE, Cancer Res, 2001) montrent, des la troisieme semaine, une
augmentation drastique du nombre, de la taille et du grade des lésions mammaires
dysplasiques (Williams TM, Mol. Cell Biol., 2003). Les souris PyMT/Cav-1/- montrent
également une augmentation de la cycline D1, une hyper-activation de ERK et une hyper-
phosphorylation de Rb. Ces études ont mis en évidence le réle inhibiteur de la cavéoline-1
dans la tumorigenese mammaire et la formation de métastases in vivo (Figure25). La perte
de la cavéoline-1 altere la composition et I’organisation du cholestérol au sein des radeaux
lipidiques membranaires in vitro (Sotgia F, Mol. Cell Biol., 2002). Toutefois, ni la
composition en lipides des radeaux lipidiques, ni le profil des protéines associées aux GPI
ne varient dans les souris déficientes pour le gene de la cavéoline-1 par rapport aux souris

sauvages (Drab M, Science, 2001).

A travers ces différentes études menées in vivo, on remarque que la cavéoline-1 controdle la
plupart des processus cellulaires fréquemment dérégulés dans les cancers. Les résultats
obtenus a partir de ces études laissaient déja présager du role polyvalent joué par la
cavéoline-1 dans les différents systémes et fonctions biologiques. Bien que les études
menées sur les animaux cav-1/- aient été ciblées sur certaines de ces fonctions biologiques
(cardiaque, pulmonaire, endothéliale ou adipeuse) ou sur certains types de cancers (cancer
du sein, de la peau mais aussi de la prostate (Williams TM, J. Biol. Chem., 2004)) il était
aisé d’imaginer que l'absence de la cavéoline-1 touche d’autres organes notamment le

cerveau.

II-3-2/ Le transport du cholestérol

Historiquement, la cavéoline-1 a été identifiée comme étant la protéine de structure des
cavéoles ; par conséquent son role dans I'endocytose fut longtemps considéré comme son

unique fonction.
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En effet, de nombreuses études ont démontré I'implication des cavéoles dans 1’endocytose
et le recyclage de protéines, molécules et récepteurs membranaires. Les cavéoles sont
hautement enrichies en cholestérol et la cavéoline-1 fixe le cholestérol (Murata M, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 1995) car elle contient une séquence consensus d’acides aminés de
liaison au cholestérol (Li H, Endocrinol., 1998). La cavéoline-1 est impliquée dans le
transport du cholestérol synthétisé a partir du réticulum endoplasmique vers la membrane
plasmique. Ce processus est réalisé grace a un complexe cytosolique de protéines
chaperonnes, de cholestérol et de cavéoline-1 (Uittenbogaard A, J. Biol. Chem., 1998). La
palmitoylation des résidus cystéines en C-terminale est nécessaire a la formation de ce
complexe et au transport du cholestérol vers les cavéoles (Uittenbogaard A, J. Biol. Chem.,
2000). Des études de FRAP (fluorescence recovery after photobleaching) ont révélé une
immobilité relative de la cavéoline-1 au sein des cavéoles. Néanmoins, la mobilité de la
cavéoline-1 est induite par une déplétion en cholestérol. La cavéoline-1 peut lier deux
molécules de cholestérol (Dietzen D, J. Biol. Chem., 1995) et une cavéole peut contenir
jusqu’a 20000 molécules de cholestérol et jusqu'a 144 molécules de cavéoline-1 + 39
molécules. Par ailleurs, le cholestérol régule 1'expression de la cavéoline-1 au niveau
transcriptionnel a travers deux sites de liaisons SRE (sterol response element) présents sur le
promoteur du gene de la cavéoline-1. De plus, 1'oxydation du cholestérol induit une
relocalisation de la cavéoline-1, de la membrane vers le RE et I'appareil de Golgi. Au-dela
de son role dans la stabilisation de la cavéoline-1, le taux de cholestérol controle
I'expression et la localisation intracellulaire de la cavéoline-1. La relation existant entre le

cholestérol et la cavéoline-1 est complexe.

II-3-3/ La cavéoline-1 dans le noyau
La cavéoline-1 est préférentiellement et majoritairement présente au niveau de la
membrane cellulaire. Néanmoins, elle est également retrouvée dans d’autres
compartiments cellulaires, comme le noyau. Dans une étude réalisée par Sanna et ses
collaborateurs, la cavéoline-1 a été localisée au niveau du noyau des cellules de carcinomes

ovariens SKOV3 (Sanna E, Exp. Cell Res. 2007).

91



92



Ils ont mis en évidence son association a la matrice nucléaire par fractionnement cellulaire
et sa liaison aux promoteurs de la cycline D1 et au FR (Folate Receptor) grace a des
expériences de supershift et d'immunoprécipitation de la chromatine (CHIP).
L’association de la cavéoline-1 a de la matrice nucléaire inactive transcriptionnellement
(c’est-a-dire de I'hétérochromatine) est corrélée a I'inhibition de I'expression de la cycline
D1 et de FR. Ces auteurs ont donc ainsi précisé le mécanisme de régulation de I'expression
de la cycline D1 et donc de la prolifération cellulaire par la cavéoline-1 au niveau
transcriptionnel (Hulit |, J. Biol. Chem., 2000). De méme, la cavéoline-1 régulerait
I'expression du récepteur de I'lGF (Insulin-like growth factor) au niveau transcriptionnel
dans les cellules MCF7 exprimant la cavéoline-1 de maniere stable, MCF7/Cav1 (Glait C,
Exp. Cell Res., 2006). L’activation transcriptionnelle du géne de I'IGFRI par la cavéoline-1
nécessite la voie p53 et les effets de la cavéoline-1 sont associés a I’augmentation du niveau
de Spl (facteur de transcription a doigt de zinc transactivant I'expression du gene de
IGFRI). L'utilisation de la mithramycine, un inhibiteur de Sp1, conduit a la diminution de
'activité du promoteur de IGFRI dans les cellules MCF7/Cavl et donc a une diminution
de son expression. Bien que les mécanismes moléculaires associés a la régulation des genes
par la cavéoline-1 ne soient pas totalement élucidés, les études récentes parues a ce sujet
rapportent clairement une régulation de I'expression de génes par la cavéoline-1 au niveau

transcriptionnel avec liaison de la cavéoline-1 a '’ADN (Glait, C, Exp. Cell Res., 2006).

I1-3-4/ La cavéoline-1 est aussi une protéine sécrétée !
La cavéoline-1 se retrouve donc au niveau de différents compartiments cellulaires ; elle est
également sécrétée dans le milieu extracellulaire. L'équipe de Thompson a mis en
évidence le role de cette cav-1 sécrétée dans la migration cellulaire et dans la croissance
tumorale in vivo par I'intermédiaire de I'activation de la voie PI3-K/Akt/eNOS (Tahir SA,
Cancer Res., 2008). Cette équipe s’est attachée a comprendre le mode d’action paracrine et
autocrine de la cavéoline-1 sécrétée au sein du micro-environnement de cellules du cancer
de la prostate. Ils ont mis en évidence que la sécrétion de la cavéoline-1 par les cellules du
cancer de la prostate, caractérisées par leur insensibilité aux androgenes, était régulée par

les hormones stéroides.
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Les auteurs ont observé que l'utilisation de milieu conditionné issu de cellules de cancer
de la prostate, LNCaP, de passage élevé permettait d’augmenter la viabilité et la croissance
clonale des cellules LNCaP issues d"un faible passage in vitro. Cet effet est bloqué par
I'addition, dans le milieu de culture, d’anticorps dirigés contre la cavéoline-1 (Tahir SA,
Cancer Res., 2001). L'injection par voie intra-péritonéale de cet anticorps a des souris
malades, insensibles aux androgenes et sécrétant la cavéoline-1, a inhibé la croissance
orthotopique et la formation spontanée de métastases dans ces souris. Bartz et ses
collaborateurs ont également mené une étude sur un modéle de cellules de cancer de la
prostate, LNCaP (Bartz R, Int. |. Cancer, 2008). L’expression de la cavéoline-1 dans ces
cellules entraine une augmentation de leur prolifération et de leur croissance dans les
souris nude. De maniére remarquable, I'injection sous-cutanée de cellules LNCaP¢av-1* de
la souris induit une augmentation de croissance tumorale des cellules LNCaP cavéoline-1
déficientes, injectées sur l'autre flan de I'animal. Ces tumeurs se révelent alors Cav-1+
alors qu’elles sont initialement déficientes en cavéoline-1 : ceci s’explique par la sécrétion
de cavéoline-1, au sein de particules lipoprotéiques avec une densité similaire au HDL

(low-density lipoprotein), par les tumeurs LNCaPCav-1*,

Dans le cancer de la prostate, la cavéoline-1 est retrouvée a des concentrations tres élevées
et l'inactivation de l'un ou des deux alleles de la cavéoline-1 induit une réduction
significative du volume tumoral et des métastases (Tahir SA, Cancer Res., 2008). En effet,
la protéine est plus fortement détectée dans la sous-fraction lipoprotéique HDL3 du sérum
des patients en phase avancée de la maladie par rapport aux donneurs sains. Toujours
dans le cancer de la prostate, 'équipe du Dr Thompson a développé un test
immunologique basé sur la détection de la cavéoline-1 dans le sérum des patients (Tahir
SA, Cancer Res., 2001). Dans ce contexte, la cavéoline-1 est utilsée avec succes comme un
marqueur permettant de différencier les formes malignes et bénignes du cancer de la

prostate (Tahir SA, Clin. Cancer Res., 2003).

Le potentiel de la cavéoline-1 en tant que marqueur pronostic et diagnostic reste encore

incertain.
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Figure26. Polarisation de la cavéoline-1 durant la migration cellulaire (adapté de
Beardsley A, J. Biol. Chem., 2005). A, La cavéoline-1-FITC (coloration verte) est localisée a
I'arriere du front de migration. Elle est, en partie, co-localisée avec l'intégrine [31-
Rhodamine Red-X (coloration rouge). B, La cavéoline-1Y14 (vert) est co-localisée avec la
vinculine (rouge) au niveau des FAKs et est « virtuellement » absente des cavéoles car elles
ne co-localisent pas avec la cavéoline-1 (rouge). Au cours du processus de migration, la
cavéoline-1 et la phospho-cavéoline-1 sont donc polarisées.
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II-3-5/La cavéoline-1 et la signalisation intracellulaire

I1-3-5a/ p-cavéoline-1 et migration cellulaire
Moins de 1% de la cavéoline-1 cellulaire totale est phosphorylée au niveau de sa tyrosine
14 (Y14). De plus, cette cavéoline-1 semble « virtuellement» absente des cavéoles,
marquées par la cavéoline-1 dans les cellules NIH3T3 (del Pozo MA, Nat. Cell Biol., 2005)
(Figure26). Lors du processus de migration cellulaire, la cavéoline-1 et les cavéoles se
retrouvent localisés a l'arriére du front de migration (Beardsley A, |. Biol. Chem., 2005)
alors que la cavéoline-1-Y14, nécessaire a ce processus, se localise a I'avant de la cellule au
niveau du front de migration au méme titre que les protéines FAK, l'intégrine (1 et la
phospho-paxilline auxquelles elle est associée au niveau des points d’adhérence focale
(FAs) (Beardsley A, J. Biol. Chem., 2005 ; Isshiki M, J. Cell Sci., 2002 ; Parat MO, Mol. Biol.
Cell, 2003) (Figure26). La cavéoline-1 phosphorylée au niveau de sa tyrosine 14 génere des
sites de liaison aux protéines kinases possédant des domaines SH2 comme Grb7 (Lee H,
Mol. Endocrinol., 2000) ou au domaine C-Terminal de la kinase Csk qui inhibe I'activité de
Src en la phosphorylant (Cao H, J. Biol. Chem., 2002). L’activation des intégrines semble
essentielle a la phosphorylation de la cavéoline-1 puisque 1'utilisation d’anticorps bloquant
de la sous-unité intégrine 31 conduit a I'inhibition de la genese des fibres de stress induite
par la cavéoline-1-Y14 et de la réorganisation de l’actine dans les cellules endothéliales
aortiques bovines (Raden C, Am. J. Physiol. Heart Circ,, 2005). Cependant, la
désorganisation du cytosquelette, I'architecture des FAs, la polarisation et la migration
directionnelle des fibroblastes déficients en cavéoline-1 est restaurée par la réintroduction
de la cavéoline-1 sauvage et pas par celle du mutant Y14F (Grande-Garcia A, |. Cell Biol.,
2007). Par ailleurs, la cavéoline-1-Y14 est également impliquée dans le processus
d’internalisation de microdomaines membranaires riches en cholestérol (CEMM qui
correspondent aux radeaux lipidiques et aux cavéoles) par l'intermédiaire des intégrines.
Au cours de ce processus, la cavéoline-1-Y14 est délocalisée des points d’adhérence focale,
ou elles se situent (Gaus K, J. Cell Biol.,, 2006) vers les cavéoles ce qui provoque
I'internalisation des CEMM suite a un détachement cellulaire ; ceci conduit a 'inhibition
de la protéine ERK, de la PI3K et de Rac (del Pozo MA, Nat. Cell Biol., 2005). Ce processus

est également régulé par la dynamine-2, un régulateur de la dynamique des cavéoles.
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Figure27. Implication de la cavéoline-1 dans la signalisation des intégrines (selon Giancotti
FG, Nat. Cell Biol., 2000). La cavéoline-1 agit comme un adaptateur membranaire liant la
sous-unité intégrine a la tyrosine kinase Fyn. Suite a son activation Fyn se lie au domaine
SH2 de Shc qui, phosphorylé auniveau de la tyrosine 317, recrute la protéine adaptatrice
Grb2. Cette séquence d’activation est nécessaire afin de coupler lintégrine a la
signalisation Ras-ERK et de promouvoir la progression du cycle cellulaire. Pax : paxilline ;
Tal : taline ; FAK : focal-adhesion kinase ; Vin : vinculine ; CAS : p130CAS ; Cavl : cavéoline-
1; SOS: guanine-nucleotide-exchange factor for RAS; ERK: Extracellular signal regulated
kinase ; JNK : Jun amino-terminal kinase.
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L’ensemble de ces données met en évidence la dualité fonctionnelle de la cavéoline-1-

Y14 qui régule la migration cellulaire et I'endocytose.

II-3-5b/ La cavéoline-1 dans la fonction des intégrines

Les liens existants entre la cavéoline-1 et les intégrines se déclinent a plusieurs niveaux car
la cavéoline-1 est capable d’intéragir directement avec les intégrines (Warry KK, Cell,
1998) et différentes études relatent 'importance du taux de cholestérol sur I'adhérence et
la signalisation par les intégrines (Green |M, |. Cell Biol.., 1999). En effet, la cavéoline-1
permet la liaison de la sous-unité a5 de l'intégrine a5pB1 a la tyrosine kinase Fyn et/ou
I'intéraction de la sous-unité B1 a la protéine FAK (Warry KK, Cell, 1998 ; Giancotti FG,
Nat. Cell Biol., 2000). L’ensemble de ces processus conduit a I'activation de la cascade de
signalisation intra-cellulaire Ras-ERK (Figure27). En revanche, la cavéoline-1 peut
séquestrer ces kinases lorsque l'intégrine n’est pas liée a son ligand, la fibronectine. Les
travaux menés par Warry et ses collaborateurs ont mis en évidence une intéraction
physique et fonctionnelle de la fraction Triton X-100 de la cavéoline-1 avec I'intégrine a5p1
et la protéine Fyn (Wary KK, Cell, 1998) (Figure27). De facon similaire, la signalisation de
la protéine Fyn (dépendante de la fibronectine via I'intégrine et conduisant a I'activation
de la kinase MAP) requiert la présence de la cavéoline-1. Cette derniere se fixe aux kinases
de la famille de Src, les rendant inactives. L’ensemble de ces données conduit donc a un
modele ou le regroupement au niveau de la membrane cellulaire (ou clusterisation) de
I'intégrine induite par son ligand, évenement central de l’activation de l'intégrine,
promeut l'oligomérisation de la cavéoline-1 provoquant un relargage et donc une
activation des kinases de la famille de Src et initie la signalisation des intégrines. La perte
d’intéraction de la cavéoline-1 et de l'intégrine conduit a la déphosphorylation de FAK,
dépendante du ligand, et provoque la génération anormale de sites d’adhésion focale. La
cavéoline-1 est partiellement co-localisée avec l'intégrine a5pl et semble contrdler le
ciblage de celle-ci en permettant son recyclage et sa dégradation. L'intégrine a5f1 se
retrouve ainsi associée avec la cavéoline-1 par l'intermédiaire de sa sous-unité a et au

récepteur uPAR via sa sous-unité  (Wei Y, J. Cell Biol., 1999).
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La présence du récepteur uPAR promeut la transduction du signal grace a son domaine
extra-cellulaire qui intéragit avec la sous-unité p1 et son domaine GPI qui se lie aux
domaines membranaires riches en cholestérol présents dans les cavéoles. Les protéines
uPAR, intégrine et cavéoline-1 forment par conséquent un complexe fonctionnel
interdépendant (Chapman HA, Thromb. Haemost., 1999 ; Wei Y, J. Cell Biol,, 1999). En
bref, la cavéoline-1 agit comme un adapteur membranaire qui promeut la signalisation des
intégrines, a travers les kinases Src et FAK et qui permet la liaison des kinases Fyn et Yes a
la voie Shc/Grb2/Sos/Ras/ERK (Figure27). Cette séquence d’activation permet la

progression des cellules a travers la phase G1 du cycle cellulaire.

I1-3-5¢/ Séquestration des protéines par la cavéoline-
1: exemple de la B-caténine

Grace a son domaine CSD, la cavéoline-1 lie de nombreuses protéines telles que la (3-
caténine. Des études menées par 1'équipe de Torrés montrent l'implication de la E-
cadhérine dans la co-localisation et la co-immunoprécipitation de la cavéoline-1 avec la (3-
caténine (Torres VA, Mol. Cell Biol., 2007). C’est a I'équipe de Galbiati que revient la mise
en évidence de I'inhibition exercée par la cavéoline-1 sur la voie Wnt/-caténine/Lef-1 via
une séquestration de la B-caténine au niveau des cavéoles (Galbiati F, J. Biol. Chem., 2000).
Dans ce contexte, la B-caténine ne s’accumule plus et ne peut plus former le complexe
transcriptionnel [(-caténine-Tcf/Lef. Ainsi, ce dernier ne pourrait plus réguler la
transcription de genes comme la cycline D1 ou la survivine, impliqués dans la progression
du cycle cellulaire et I'apoptose. L’équipe de Torrées a également souligné I'importance de
la E-cadhérine dans le contrdle de I'expression de la survivine par la cavéoline-1. Ils ont
montré que 'augmentation de l'expression de la E-cadhérine dans les cellules HEK293T
(human embryonic kidney) favorisait 1'intéraction cavéoline-1/p-caténine et provoquait une
perte de l'activité transcriptionnelle du complexe [-caténine-Tcf/Lef (Torres VA, . Cell

Sci., 2006).

La B-caténine fournit une illustration du mécanisme de séquestration des protéines par la
cavéoline-1 qui conduit a une diminution de la biodisponibité intra-cellulaire de ces

protéines.
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Tableaul0. Les cavéoles, par I'intermédiaire de la cavéoline-1, concentrent de nombreuses
protéines de la signalisation. Les cavéoles accumulent un grand nombre de protéines : des
récepteurs, des transporteurs membranaires, des protéines de structures, des protéines de
signalisation.... D’apres Anderson RD, Annu. Rev. Biochem., 1998.
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Le plus souvent, la séquestration des protéines par la cavéoline-1 conduit a la perte de
'activité enzymatique des protéines : c’est le cas de la eNOS et de la protéine ERK, deux

exemples développés dans le paragraphe suivant.

I1-3-5d/ La cavéoline-1 : inhibiteur de protéines a
activité tyrosine kinase
Dans les années 90, de nombreuses études, et particulierement celle ménée par I'équipe de
Lisanti, se sont intéressées au role de la cavéoline-1 dans la signalisation intra-cellulaire.
En effet, les cavéoles concentrent de nombreuses protéines et la cavéolinel, grace a son
domaine CSD, peut lier des protéines de signalisation (comme H-Ras, c-Src, le récepteur
de I'insuline, la synthétase endothéliale de 1'oxide nitrique (e-NOS) ou encore les protéines
Gq, g, y avec lesquelles elle forme des complexes catalytiques inactifs (Tableau 10). Ceci
provoque une inhibition des signaux médiés par la protéine séquestrée comme I’illustre
I'inhibition de la e-NOS par la cavéoline-1 (Feron O, J. Biol. Chem., 1996 ; Ju H, J. Biol.
Chem., 1997 ; Garcia-Gardena G, J. Biol. Chem., 1997). En effet, en l'absence de la
cavéoline-1, la eNOS est activée et par conséquent le niveau de NO reste constitutivement
élevé. Felley-Bosco et ses collaborateurs ont montré que I'expression de la cavéoline-1 dans
les cellules de carcinomes de colon induisait la dégradation de la iNOS (Inductible Nitric
Oxide Synthase) par la voie du protéasome (Feley-Bosco E, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
2000). La majorité de la eNOS fonctionnelle étant retrouvée au niveau des cavéoles, elle
entretient des intéractions dynamiques avec la cavéoline-1 (GChosh S, |. Biol. Chem., 1998).
Différents agonistes, comme la bradykinine, sont capables de promouvoir la liaison de la
calmoduline a la eNOS (en augmentant la concentration de Ca?*) ce qui provoque la
dissociation du complexe cavéoline-1/eNOS en faveur du complexe activé
eNOS/ calmoduline. Par ailleurs, des travaux menés sur l'intéraction de la protéine hsp90
avec la eNOS et AKt ont conduit a 1"élaboration d"un modele ou la calmoduline, la hsp90,
la cavéoline-1 et la eNOS appartiendraient a un complexe de signalisation dynamique
(Fontana J, Circ. Res., 2002). De nombreuses protéines appartenant a la voie de
signalisation ERK-MAPK sont concentrées a I'intérieur des cavéoles : Ras, Raf-1, MEK-1/2
et ERK-1/2 (il en est de méme pour les récepteurs de facteurs de croissance comme

Neu/Erb-B2) (Tableau 11).
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Tableaull. Exemples de certaines protéines de signalisation régulées par la cavéoline-1.
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De plus, la relation existant entre la cavéoline-1 et ERK-1/2 semble réciproque puisque,
d’une part la cavéoline-1 inhibe directement 'activation de ERK1/2 in vivo et in vitro et
d’autre part, 'activation de la cascade Ras-p42/44 MAPK dans les cellules NIH3T3 induit
une inhibition de l'expression de la cavéoline-1 (Engelman JA, J. Biol. Chem., 1998;
Engelman JA, FEBS Letters., 1998; Engelman JA, ]J. Biol. Chem., 1999). En effet, une
activation constitutive de la protéine ERK est suffisante pour inhiber I'expression de la
cavéoline-1, au niveau de son ARNm et au niveau protéique. L'expression de la cavéoline-
1 dans les cellules CHO (CHO GRC+LR73, chinese hamster ovary) conduit a 1'inhibition de
la signalisation issue des protéines EGFR, Raf, MEK1 et ERK2. L"activité inhibitrice exercée
par la cavéoline-1 a pu étre localisée, par l'utilisation de mutants, au niveau des résidus 32
a 95 correspondant au domaine CSD de la cavéoline-1. De plus, des peptides réalisés a
partir de cette région ont montré une inhibition directe de l’activité kinase de MEK1 et de

ERK2 purifiés (Engelman JA, J. Biol. Chem., 1998 ; Engelman JA, FEBS Letters., 1998).

I1-3-5¢/ La cavéoline-1 est un régulateur de voie de
signalisation : exemple de la voie TGFf/Smad
La superfamille TGF{ correspond a un groupe de cytokines comprenant une quarantaine
de membres regroupés en 4 familles : les TGEp, les activines/inhibines, les BMPs (Bone
Morphogenetic Proteins) et les facteurs distants. Les molécules de la famille TGFp3, solubles
et sécrétées, agissent en se fixant aux récepteurs TGFf de type I ou II (TGFPR1 et TGFBRII)
a activité sérine-thréonine kinase (von Bubnoff A, Dev. Biol., 2001). La fixation du ligand a
son récepteur se déroule selon un mode dit séquentiel. En effet, les TGFfs et les activines
se fixent d’abord au récepteur de type II puis le complexe récepteur de type II /ligand
s’associe au récepteur de type I ; dans ce mode de liaison, le récepteur de type I ne se lie au
ligand que si ce dernier est préalablement associé au récepteur de type II (Figure28). La
signalisation de la voie TGFP est médié au niveau intra-cellulaire par les protéines Smad.
Les protéines Smad peuvent étre subdivisées en différentes catégories : les Smad-2 et -3
transduisent les signaux induits par les TGFps et les activines alors que les Smad-1, -5 et -8

transduisent préférentiellement les signaux induits par les BMPs.
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Figure28. La voie de signalisation TGFRB/Smad (Massague |, Annu. Rev. Biochim., 1998).

Figure29. Signalisation du TGFfBR a travers des voies de signalisation indépendantes de
Smad. Extrait de Seoane |, Cancinogenesis, 2006.
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Suite a leur phosphorylation par le récepteur de type I, les Smad-2 et -3 se dissocient du
récepteur pour former un complexe avec la protéine Smad-4 (co-Smad) qui est transloqué
dans le noyau afin de réguler 'expression de genes cibles (Massague |, Annu. Rev.
Biochim., 1998) (Figure28). Toutefois, la voie TGFPR/Smad est capable d’activer d’autres
voies de signalisation indépendamment de Smad (Derynck R, Nature, 2003 ; Seoane ],

Cancinogenesis, 2006) (Figure29).

Razani et ses collaborateurs ont été les premiers a mettre en évidence une intéraction
directe entre la cavéoline-1 (domaine CSD) et le récepteur TGFBRI (Razani B, J. Biol.
Chem., 2001). Cette intéraction conduit a l'inhibition de la phosphorylation de Smad? et,
par conséquent, de I'ensemble de la signalisation TGFBR/Smad dans les cellules NIH35T5.

De plus, le récepteur TGFPRI et la cavéoline-1 sont co-localisés au niveau de la membrane
et les récepteurs TGFPRI et TGFPRII et Smad2 (mais pas Smad4) sont co-fractionnés avec
la cavéoline-1 au niveau des micro-domaines enrichis en cavéoles. L'inhibition de la
cavéoline-1 (par un siRNA) conduit a une augmentation de l'activation de la voie
TGFBR/Smad (Razani B, |. Biol. Chem., 2001). Par ailleurs, la sur-expression de la
cavéoline-1 dans les cellules NIH3T3 induit une diminution de la réponse au TGF-1 dans
ces cellules qui semble liée a la répression de 'expression du récepteur TGFPRII au niveau

transcriptionnel par la cavéoline-1 (Lee EK, Biochem. Biophys. Res. Com., 2007).

La cavéoline-1 exercerait donc un controdle sur la voie TGFBR/Smad a plusieurs niveaux :

au niveau transcriptionnel comme au niveau de I'activité des récepteurs.

L’ensemble de ces travaux met en évidence la présence de la cavéoline-1 dans tous les
compartiments cellulaires (au niveau de la membrane, du cytosquelette, du noyau et du
cytosol) ou elle joue différents roles (inhibition enzymatique, modulation de la
signalisation, transport du cholestérol, régulation de genes). Dans les différents systemes

normaux et pathologiques, la cavéoline-1 est donc un acteur central.
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Figure30. Modeéle structural et fonctionnel de la cavéoline-1 au cours de la progression
tumorale (selon Burgermeister E, Cancer Lett., 2008). Dans les cellules non-néoplasiques,
le domaine CSD de la cavéoline-1 se lie a différents partenaires protéiques (Partner X) ce
qui contribue au maintien d'un métabolisme et d'une homéostasie normal. Durant
l'initiation de la tumeur, I'intéraction de la cavéoline-1 avec les protéines suppresseur de
tumeur (Tumor suppressor) est perdue et substituée aux protéines promoteur de tumeur
(Tumor promoter) qui facilite alors la progression tumorale. Des modifications post-
transcriptionnelles et une altération de la compartimentalisation subcellulaire de la
cavéoline-1 facilite cette échange entre protéines promoteur ou suppresseur de tumeur.
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I1-4/ La cavéoline-1 dans les cancers

I1-4-1/ Le locus D7S5522
Le gene de la cavéoline-1 est localisé au niveau du bras du chromosome 7q31.1, proche du
locus D75522 souvent délété dans de nombreux cancers humains (cancer du sein, du
colon, du rein, de la prostate, des ovaires...); ce locus fragile est également nommé
FRA7G (Engelman JA, FEBS, 1998 ; Fra AM, Genomics, 1999). Ces premiéres données ont
conduit a émettre I'hypothese selon laquelle la région FRA7G contiendrait et coderait un
ou plusieurs gene(s) suppresseur(s) de tumeur. Le fait que la cavéoline-1 se situe a
proximité du locus FRA7G et que son expression soit souvent inhibée dans des cellules
cancéreuses et dans les cellules transformées par des oncogénes ont conduit a I’hypothese
selon laquelle la cavéoline-1 agirait comme une protéine suppresseur de tumeur (Schatz

M, Leuk. Res., 2004).

I1-4-2/ Oncogene ou suppresseur de tumeurs ?
Plusieurs études suggerent que la cavéoline-1 agirait telle une protéine suppresseur de
tumeur (Figure30). Ainsi, le niveau de la protéine et de ' ARNm cavéoline-1 est fortement
réduit dans les fibroblastes NIH3T; transformés par différents oncogenes (Koleske AJ,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1995) alors que l'inhibition de son expression conduit a la
transformation de ces cellules (Galbiati F, EMBO J., 1998) provoquant une hyper-activation
de la protéine ERK. Particulierement, I'inhibition de la cavéoline-1 dans des fibroblastes
embryonnaires de souris MEF cav-1/- induit une augmentation de la prolifération
cellulaire et de la proportion des cellules en phase S du cycle cellulaire. De maniere
intéressante, 'inhibition de 1’expression de la cavéoline-1 dans des cellules transformées
permet la réversion de ce phénoype cellulaire (Engelman JA, J. Biol. Chem., 1997). Pour
autant, la cavéoline-1 n’a pas un role direct dans le processus d'immortalisation ; la perte
du locus INK4a (codant pour des régulateurs du cycle cellulaire p16™NK4a et p19ARF) est elle
suffisante pour I'immortalisation des cellules. La perte concomitante de la cavéoline-1 et
de INK4a dans les cellules leur confére un avantage prolifératif (Williams TM, J. Biol.

Chem., 2004).
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Figure31. Expression de la cavéoline-1 dans 60 lignées de cancers humains (selon Ravid D,
Advan. Enzyme Regul.,, 2006). ME: Mélanome; LC: carcinome du poumon; CNS:
systeme nerveux central ; CO : cancer du colon ; OV : cancer ovarien ; LE : leucémie ; RE:
cancer du rein ; PR : cancer de la prostate : BR : cancer du sein ; UN : non identifié.
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Ces résultats suggerent un modele ot la perte de la cavéoline-1 ferait partie dun
mécanisme coopératif et synergique avec des mutations génétiques qui conduirait a la
perte d'INK4a. De plus, la transformation de fibroblastes INK4a (-/-)/Cav-1 (-/-) par des
oncogenes (H-Ras (G12V) ou v-src) rendrait les cellules plus néoplasiques en générant des

tumeurs 40 fois plus grosses dans les souris nude.

L’ensemble de ces données indiquent, d’une part, une perte d’expression de la cavéoline-1
lors du processus de transformation et que, d’autre part, la perte d’expression de la
cavéoline-1 peut conduire a la transformation cellulaire. Au contraire, la sur-expression de
la protéine, dans des fibroblastes embryonnaires de souris, entraine une inhibition de la
prolifération due a un arrét du cycle cellulaire en phase Go/G1 et promeut la sénescence
cellulaire (Galbiati F, Mol. Cell Biol., 2001 ; Volonte D, Mol. Cell Biol., 2002). Normalement,
la cavéoline-1 agit comme un répresseur transcriptionnel de la cycline D et bloque la
progression du cycle cellulaire selon une voie dépendante de p53/p21<irl (Galbiati F, Mol.

Cell Biol., 2001).

Le role pro-apoptotique de la cavéoline-1 demeure controversé. En 'occurrence, sa sur-
expression dans des cellules humaines de cancer de la prostate (LNCaP, insensibles aux
androgenes) provoque une résistance de ces cellules a l'apoptose induite par c-myc
(Timme TL, Oncogene, 2000). En outre, différentes études ont pu apporter les preuves de
I'inhibition de la cavéoline-1 par des oncogenes tels que c-myc, N-myc, Bcr-Abl, v-Abl, H-
ras, N-ras, c-src, v-scr, c-Neu/ErbB2, PDK1 .... (Williams TM, Am. J. Physiol. Cell Physiol.,
2005).

Néanmoins, le role de la cavéoline-1 en tant que protéine suppresseur de tumeur est tres
controversé puisque de plus en plus d’études rapportent une augmentation de son
expression dans certaines tumeurs (Ravid D, Advan. Enzyme Regul., 2006) (Figure31). Par
exemple, son expression est largement augmentée dans les lignées cellulaires

métastatiques de cancer de la prostate (Yang G, Clin. Cancer Res., 2000).
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Figure32. Evolution dynamique de l'expression de la cavéoline-1 au cours de la
progression tumorale (selon Ravid D, Advan. Enzyme Regul., 2006). L'expression de la
cavéoline-1 est corrélée a la survie cellulaire (Survival) et inversement corrélée a la
prolifération cellulaire (Proliferation). L'expression de la cavéoline-1 est faible dans les
cellules épithéliales indifférenciées (Undifferentiated cell) et augmentée suite a une
induction de la différenciation (Differentiated cell). Lorsque les cellules épithéliales sont
transformées par un oncogene, 1'expression de la cavéoline-1 est diminuée ce qui permet
une augmentation de la prolifération. La formation de tumeurs est le résulat d’une faible
expression de la cavéoline-1 qui sensibilise les cellules, entre autres, aux carcinogénes. La
progression des cellules tumorales des stades précoces aux stades avancés dépend de
I'accumulation de modifications génétiques, due, en partie, a I'instabilité génomique. A ce
stade, 'expression de la cavéoline-1 pourrait contribuer a la survie cellulaire permettant
une sélection positive des clones exprimant la cavéoline-1 : ces clones dominent dans les
hauts grades et les tumeurs métastatiques (Metastatic).

112



Des résultats obtenus dans un modeéle de cancer de la prostate mettent en évidence
I'absence de la cavéoline-1 dans les tissus sains et sa forte expression dans les cellules
tumorales dont elle promeut l'activité métastatique. Ainsi, chez des patients atteints du
cancer de la prostate, I'expression de la cavéoline-1 au sein des tumeurs est corrélée avec
un potentiel métastatique élevé et un mauvais pronostic de survie. De méme, dans le
cancer du poumon une corrélation entre 1'expression de la cavéoline-1 et le stade (et le
grade) tumoral a pu étre mise en évidence (Ho CC, Am. |. Pathol., 2002 ; Kato M, Cancer
Lett., 2004).

Dans une étude réalisée par Li et ses collaborateurs, la sur-expression de la cavéoline-1
conduit a la survie cellulaire par l'intermédiaire du maintien de l'activation d’AKt. La
modulation de lactivité d’AKt est réalisée par la liaison et linhibition des
sérine/thréonine phosphatases PP1 et PP2A (Li L, Mol. Cell Biol., 2003). La sensibilité a
I'apoptose induite par les céramides des fibroblastes sur-exprimant la cavéoline-1
(mécanisme dépendant de la PI3K) alimente la controverse puisque les céramides
induisent 'apoptose en inhibant la voie PI3K-AKt et la cavéoline-1 interagit avec la PI3K
(Zundel W, Mol. Cell Biol.,, 2000). Par ailleurs, 1'expression de la cavéoline-1 par des
cellules de cancer du sein les protégent de 1’anoikis (apoptose induite par le détachement
cellulaire) (Fiucci G, Oncogene, 2002) et inhibe l’activation de p53 induite par le
détachement cellulaire (Ravid D, Oncogene, 2005). D’autres études ont confirmé cette
activité de la cavéoline-1 en faveur de la survie cellulaire. En I'occurrence, I'inhibition de
I'expression de la cavéoline-1 (KO) dans un modele murin TRAMP stimule I'apoptose et
freine la progression des tumeurs vers un phénotype hautement invasif et métastatique

(Williams TM, J. Biol. Chem., 2005).

L’ensemble de ces données met clairement en évidence la dualité de la cavéoline-1 au
cours de la progression tumorale (Figure32). La cavéoline-1 agirait tant6t comme une
protéine suppresseur de tumeur (activité inhibitrice de la croissance) tantdt comme un
promoteur de tumeur (activité en faveur de la survie). Ceci pourrait expliquer ces

différences de profils d’expression de la cavéoline-1 au cours de la progression tumorale.
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En effet, 'expression de la cavéoline-1 serait inhibée dans les phases précoces du cancer
empéchant son activité inhibitrice de la croissance au moment de I"expansion clonale alors
que son expression serait augmentée dans les stades avancés du cancer favorisant la survie

des cellules tumorales (Schatz M, Leuk. Res., 2001).

Les effets contradictoires de la cavéoline-1 peuvent évidemment s’expliquer par la
différence des modeles in vivo et in vitro et les partenaires intracellulaires de la protéine

(Figure30).

I1-4-3/ La cavéoline-1 et le phénotype MDR
La glycoprotéine P (PgP) est une pompe membranaire capable d’exporter hors de la cellule
(tumorale ou saine) un grand nombre de xénobiotiques. Elle est localisée au niveau de la
BBB (blood-brain barrier) et impliquée dans la cytoprotection du cerveau. La résistance a de
nombreux agents chimiothérapeutiques telles que la vincristine, 1"étoposide ou encore la

doxorubicine est associée a 1'expression de la PgP (Gottesman MM, Annu. Rev. Biochem.,

1993).

La PgP est fréquemment sur-exprimée dans les cancers (Demeule M, Int. |. Cancer, 2001).
Sa co-localisation partielle avec la cavéoline-1 au niveau des domaines membranaires
riches en cholestérol a pu étre révélée par fractionnement sur gradient de sucrose
(Demeule M, FEBS Lett., 2000 ; Lavie Y, . Biol. Chem., 1998). La cavéoline-1 et la PgP sont
donc co-localisées aux niveaux des cavéoles et des radeaux lipidiques et leurs taux
d’expression sont corrélés. Barakat et ses collaborateurs avaient mis en évidence que la
cavéoline-1 régulait I'activité de transport de la PgP dans les cellules endothéliales de
cerveau de rat RBE4 (Barakat S, |. Neurochem., 2007). L'inhibition de I'expression de la
cavéoline-1 entraine une diminution de 'accumulation du taxol et de la vinblastine dans
ces cellules. Par ailleurs, l'inhibition de la cavéoline-1 dans ces cellules endothéliales
conduit a I’augmentation de leur migration et de I’angiogenese. De méme, 1'inhibition de
lI'intéraction PgP/cavéoline-1 induit une diminution de la formation de tubes par les

cellules endothéliales (Barakat S, Biochem. Biophys. Res. Com., 2008).

La sur-expression de la PgP conduit a I’augmentation du taux de cholestérol intracellulaire

et de I'expression de la cavéoline-1 (Lavie Y, J. Biol. Chem., 1998).
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L’expression de la cavéoline-1 pourrait ainsi favoriser la survie des cellules cancéreuses
résistantes sur-exprimant la PgP. Chez les patients atteints de cancer du poumon non
petites cellules (NSCLC) l'expression de la cavéoline-1 est corrélée a une résistance aux
traitements et a un facteur de mauvais pronostic. En effet, la cavéoline est sur-exprimée
dans de nombreuses cellules cancéreuses possédant un phénotype MDR : les cellules de
cancer du poumon A549-T24 résistantes au taxol et les cellules de carcinomes ovariens
SKVLBI résistantes a la vinblastine. Dans la leucémie aigué¢ myéloblastique également,
une corrélation entre la cavéoline-1 et PgP a été révélée (Ravid D, Advan. Enzyme Regul.,

2006).

Toutefois, des données contradictoires provenant d’études fonctionnelles mettent en
évidence 'action inhibitrice de la cavéoline-1 sur I'expression et I'activité de la PgP (Cai C,

Int. J.Cancer, 2004).

I1-4-4/ Le mutant P132L de la cavéoline-1
L’analyse de la séquence de la cavéoline-1 dans des tumeurs humaines a révélé un certain
nombre de mutations sporadiques du géne cav-1 (Hayashi K, Cancer Res., 2001). Il existe
en effet différents mutants de la cavéoline-1, clairement caractérisés, impliqués dans la
transformation tumorale. Notamment, la mutation P132L du gene de la cavéoline-1 est
retrouvée dans 16% des cancers du sein (Hayashi K, Cancer Res., 2001). Cette mutation
somatique convertissant une proline en leucine est associée au statut ER-a positif chez les
patientes atteintes de cancer du sein (Hayashi K, Cancer Res., 2001). La mutation P132L
conduit a la transformation des cellules NIH3T3, a 'augmentation de la croissance de ces
cellules en soft agar, a l'augmentation de leur invasion et du chimiotaxisme. La
morphologie cellulaire est également altérée (Lee H, Am. |. Pathol.,, 2002). Par ailleurs,
I’étude réalisée par Shatz et ses collaborateurs a pu mettre en évidence qu'une diminution
de I'expression de la cavéoline-1 conduisait a I'inhibition de la prolifération des cellules de
cancer du poumon H1299 ainsi qu’a une diminution de la phosphorylation de FAK.
L’inhibition de la cavéoline-1 comme la sur-expression des mutants P132L et Y14F
provoque une inhibition de I'invasion, de la migration et de I’activité des métalloprotéases
(MMP-2 et MMP-9) (Shatz M, Exp. Cell Res., 2010). Ces mutants agiraient par conséquent

comme des dominants négatifs.
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I1-4-5/ La cavéoline-1 dans les gliomes
La présence des trois cavéolines a été mise en évidence dans le cerveau (Cameron PL, J.
Neurosci, 1997), notamment par purification sur colonne d’affinité et par
immunohistochimie (lkezu T, Brain Res., 1998). Les cavéoline-1 et -2 sont exprimées au
niveau des micro-vaisseaux et de maniere prédominante dans les cellules endothéliales.
Elles sont également retrouvées au niveau des péricytes et des astrocytes alors que
I'expression de la cavéoline-3 est restreinte aux astrocytes (lkezu T, Brain Res., 1998). La
cavéoline-1 est également exprimée au niveau des micro-vaisseaux du cerveau. Elle est
retrouvée au niveau des péricytes et des astrocytes vasculaires. Cette localisation indique
que la cavéoline-1 pourrait jouer un role au niveau des échanges ayant lieu a 'interface

sang/cerveau (Virgintino D, Neurosci., 2002).

Cameron et ses collaborateurs ont étudié 1'expression de la cavéoline-1 dans cinq lignées
humaines de glioblastome (U87-MG, T98G, U118MG, U138MG et U373MG) ayant un
statut p53 sauvage ou muté (Cameron PL, Clia, 2002). L’analyse de l'’expression de la
cavéoline-1, normalisée par rapport aux cellules U87-MG (p53 sauvage), a révélé une
diminution de l'expression de la cavéoline-1 dans les cellules T98G (p53 muté), une
expression de la cavéoline-1 similaire aux cellules U87-MG pour les U373MG (p53 muté) et
une augmentation de 1'expression de la cavéoline-1 pour les U118MG et les U138MG (p53
muté). De plus, il s’est avéré que la cavéoline-1 n’était pas mutée dans ces cellules de

glioblastomes (Cameron PL, Glia, 2002).

Une étude de l'expression de la protéine dans les méningiomes a indiqué que la cavéoline-
1 était un marqueur de mauvais pronostic (Barresi V, Acta Neuropathol., 2006). Dans les
gliomes, les premieres observations avaient mis en évidence une expression de la
cavéoline-1 au sein des cellules néoplasiques alors que les cellules non-néoplasiques ne
I'expriment pas. Ces données suggeraient alors une implication de la cavéoline-1 dans la

gliomagenese.

Dans les glioblastomes, 'expression de la cavéoline-1 est fortement augmentée ceci
s’expliquerait par le gain du chromosome 7 dans pres de 60% de ces tumeurs (Ichimura K,

Am. J. Neurooncol., 2004).
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Bien que l'expression de la cavéoline-1 soit la plus élevée dans les gliomes, une étude
récente menée par une équipe italienne a mis en évidence une expression différentielle de
la cavéoline-1 selon le grade de la tumeur (Cassoni P, Am. |. Surg. Pathol., 2007). En effet,
une forte expression de la cavéoline-1 est retrouvée dans 53% des cas, la majorité des
cellules néoplasiques exprimant la cavéoline-1 (plus de 75%). Dans 'autre moitié des
tumeurs, la situation est complétement différente puisqu'un plus faible pourcentage de
cellules néoplasiques montre une imunoréactivité pour la cavéoline-1 (de 25 a 75% des
cellules). Cette étude met, pour la premiere fois, en évidence une hétérogénéité tumorale
de I'expression de la cavéoline-1 que I'on considérait sur-exprimée de maniere homogene
dans l'ensemble des glioblastomes. Une étude tres récente, publiée par Barresi et ses
collaborateurs, va a I'encontre de certains résultats avancés par Cassoni qui proposait que
la cavéoline-1 soit utilisé comme un marqueur diagnostic permettant de discrimer les
oligodendrogliomes (n’exprimant pas la cavéoline-1) des astrocytomes de grade II (Barresi
V, Human Pathol., 2009). Afin d’étayer leur hypothese, ils montrent que I'expression de la
cavéoline-1 n’est pas corrélée avec le statut 1p/19q dans les oligodendrogliomes ou les
oligoastrocytomes. Par ailleurs, dans cette étude, aucune différence significative de
I'expression de la cavéoline-1 n'a pu étre révélée entre les astrocytomes, les
oligodendrogliomes et les oligoastrocytomes. Les auteurs mettent aussi en évidence que
les glioblastomes, expriment faiblement la cavéoline-1, présentent un taux de KI-67LI (KI-
67 Labeling Index) élevé. Ces données indiquent que la cavéoline-1 agirait comme un
régulateur négatif de la prolifération dans les glioblastomes. Aucune corrélation entre le
taux d’expression de la cavéoline-1 et celui de I'EGFR n’a pu étre mise en évidence dans
les glioblastomes alors que I'EGFR est sur-exprimé et significativement associé a un faible
taux de cavéoline-1 dans les astrocytomes anaplasiques. En outre, la sur-expression de la
protéine p53 est corrélée a une forte expression de la cavéoline-1 (Barresi V, Human
Pathol., 2009). L’expression de la cavéoline-1 n’a pas pu étre mise en évidence dans les
tumeurs de bas grade tel que les oligodendrogliomes alors qu’elle est exprimée dans tous
les astrocytomes de grade II et IIl. Son expression dans les glioblastomes est tres

hétérogene comme 1'étude de Cassoni avait déja pu mettre en évidence (Barresi V, Human

Pathol., 2009).
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L’expression de la cavéoline-1 n’est pas modulée uniquement au niveau des cellules
tumorales mais aussi au niveau des cellules endothéliales du cerveau ce qui conduit a des
changements phénotypiques. L'équipe de Régina a mis en évidence une inhibition de
I'expression de la cavéoline-1 dans les cellules endothéliales de cerveau de rat (RBE4)
placées dans des conditions angiogéniques (traitement au VEGF et au bFGF) ou en
conditions hypoxiques in vitro (Régina A, ]. Neurosci. Res., 2004). Ces cellules
endothéliales placées en co-culture avec des cellules tumorales ont montré une modulation
similaire de 1'expression de la cavéoline-1 avec une activation de la protéine kinase ERK.
La purification sur la base du marquage par PECAM-1 ou CD31 de cellules endothéliales
issues d'un modéle in vivo de tumeur cérébrale met également en évidence une diminution
de I'expression de la cavéoline-1 avec une augmentation de la proportion de cavéoline-1
phosphorylée. L’augmentation de I'expression de la cavéoline-1 est également induite par
une irradiation avec une augmentation des cellules migrant le long des néo-vaisseaux.
L’augmentation de l'expression de la cavéoline-1 est également corrélée a une
augmentation de I'angiogenese (Reégina A, |. Neurosci. Res., 2004). Les auteurs proposent
donc d’utiliser le taux d’expression de la cavéoline-1 comme le reflet de l'état de

vascularisation de la tumeur.

I1-4-6/ La cavéoline-1 et les « cancer associated fibroblasts »
(CAFs)

Les cellules tumorales proliferent au sein d’un micro-environnement complexe composé
de fibroblastes, de péricytes, de cellules endothéliales, de composants de la MEC et de
facteurs de croissance, de molécules sécrétées ou encore de cytokines. Dans les conditions
normales ce stroma agit comme un frein a la transformation maligne mais son réle change
durant la transformation néoplasique. En effet, le stroma joue un role clef au cours de
I'invasion et de la progression tumorale (Kim |B, Breast Cancer Res. Treat., 2004). Il a
récemment été démontré que des fibroblastes isolés de stroma tumoral étaient capables de

promouvoir la croissance tumorale (Bhowmick NA, Nature, 2004 ; Bissell M]J, Nat. Rev.

Cancer, 2001).
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Figure33. Le stade tumoral dépendrait de I'activation stromale. Adapté de Mueller MM,
Nat. Rev. Cancer, 2004 et Kalluri R, Nat. Rev. Cancer, 2006. a) épithélium normal avec un
stroma quiescent, b) stade pré-néoplasique : le stroma est alors activé avec une hyperplasie
des cellules épithéliales et des fibroblastes activés, c) la transition vers le carcinome est

associée a la prolifération des cellules épithéliales, accroissement des cellules de
I'inflammation, des fibroblastes différenciés en myofibroblastes.
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Cette population de fibroblastes nommée CAFs (cancer associated fibroblasts) est caractérisée
par un phénotype hyper-prolifératif, par sa capacité a sécréter des facteurs de croissance,
des composants de la MEC et les métalloprotéases matricielles (Mueller MM, Nat. Rev.
Cancer, 2004 ; Kalluri R, Nat. Rev. Cancer, 2006) (Figure33). Ils inhibent également
I"apoptose des cellules cancéreuses, induisent leur prolifération et stimulent 1’angiogenese
(Serini G, Exp. Cell Res. Treat, 1999). Pour autant, les mécanismes gouvernant la

transformation des fibroblastes normaux en CAFs était méconnue.

De nombreuses études avaient déja mis en évidence que la perte d’expression de la
cavéoline-1 par les fibroblastes conduisait a leur transformation oncogénique. De plus, in
vivo, 'expression de la cavéoline-1 est diminuée au niveau des CAFs isolés a partir de
tumeur du sein alors qu’elle est préservée dans les fibroblastes sains isolés de la méme
patiente (Mercier I, Cancer Biol. Ther., 2008). De plus, la transplantation orthotopique de
ces cellules tumorales Cavl*/* dans un stroma Cavl”/- conduit a un doublement de la

masse tumorale (Williams TM, Am. J. Pathol., 2006).

Récemment, les travaux de Martinez-Outschoorn ont dévoilé les mécanismes qui
conduisent les fibroblastes a un phénotype de CAFs (Martinez-Outschoorn UE, Cell Cycle,
2010) : en utilisant un modele de co-culture de cellules MCF7 (cancer du sein) et de
fibroblastes immortalisés (hWTERT-BJ1), ils ont observé une diminution de I’expression de
la cavéoline-1 dans ces fibroblastes. L'inhibition de l'’expression de la cavéoline-1 est
également obtenue lors de I'utilisation de fibroblastes primaires humains placés dans ce
systeme de co-culture avec les MCF7. L’hypothéese selon laquelle l'inhibition de la
cavéoline-1 serait réalisée selon une dégradation lysosomale est vérifiée par l"utilisation de
la chloroquine (inhibiteur des lysosomes). L’acquisition du phénotype CAFs par les
fibroblastes est caractérisée par la diminution de I'expression de la cavéoline-1 mais aussi
par 'augmentation de l'expression de marqueurs myofibroblastiques (a-SMA, calponine
et vimentine) et des protéines de MEC (Ténascine-C et Collagéne de type I) et par
'activation constitutive de la voie TGFp/Smad2 (Martinez-Outschoorn UE, Cell Cycle,
2010).
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Figure34. La sur-expression de la cavéoline-1 au niveau des cellules stromales est associée
a un mauvais pronostic. Adapté de Witkiewicz AK, Am. |. Pathol., 2009. L’expression de la
cavéoline-1 dans les cellules épithéliales n’est pas prédictive de la PFS (progression free-
survival) (Courbes Kaplan-Meier, haut). L'absence d’expression de la cavéoline-1 au
niveau des cellules stromales prédit de faibles réponses au tamoxifene chez les patients.
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Les auteurs proposent d’utiliser ce modele de co-culture afin d’obtenir des CAFs
synthétiques qui pourraient alors servir a identifier de nouvelles molécules thérapeutiques
ciblant des micro-environnements tumoraux Cav1l~/-. Ils suggerent également 1'utilisation
de la chloroquine, ou d’autres inhibiteurs des lysosomes, comme agent thérapeutique
permettant de restaurer 1'expression stromale de la cavéoline-1 dans les CAFs (Martinez-

Outschoorn UE, Cell Cycle, 2010).

Au contraire, Sloan et ses collegues ont mis en évidence qu'une forte expression de la
cavéoline-1 dans le tissu stromal environnant la tumeur était fortement associée a la
diminution des métastases et a une amélioration de la survie (Sloan EK, Am. J. Pathol.,

2009).

L’expression de la cavéoline-1 est donc récemment apparue comme un biomarqueur dans
le cancer du sein (Witkiewicz AK, Am. J. Pathol., 2009). Son expression au niveau des
cellules stromales prédit de maniére précoce la rechute, les métastases, la survie et la

résistance du tamoxifene (Witkiewicz AK, Am. |. Pathol., 2009) (Figure34).
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Objectif de 1"étude

Le role de la cavéoline-1 est controversé car, selon le type de cancer et selon ses partenaires
protéiques, elle agit tantot comme un oncogene et tantét comme un gene suppresseur de
tumeur. Compte tenu du role exercé par la cavéoline-1 sur de nombreux processus cellulaires
dérégulés dans les cancers et de 'hétérogénéité de son expression dans les glioblastomes, nous
nous sommes démandés qu’elle était la contribution de ces cellules sur-exprimant et sous-

exprimant la cavéoline-1 au sein de ces tumeurs.

Le premier objectif de cette étude était donc d’évaluer quelles étaient les
conséquences d'une variation du taux d’expression de la cavéoline-1 dans les cellules de

glioblastomes.

Le deuxiéme objectif était de mettre en évidence les médiateurs et les mécanismes

moléculaires des effets de la cavéoline-1 dans ces cellules.

Le dernier objectif était de proposer une ou plusieurs cibles thérapeutiques dans le

traitement des glioblastomes.
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Matériels et Méthodes

I/ Culture cellulaire

Les lignées cellulaires de glioblastome utilisées dans notre étude sont maintenues
en culture dans le milieu EMEM supplémenté de 10% de sérum de veau fcetal (SVF) et de
0,6mg/ml d’ultraglutamine 1 (Lonza). Les lignées U87-MG et U373-MG proviennent de
I"ATCC (American Type Culture Collection, Manassas, USA) alors que les lignées LN-18,
LNT-229, LNZ-308 et LN-319 ont été généreusement fournies par le Dr. Heigi (Université

de Lausanne, Suisse).

[-1/ Génération de lignées stables

La technique du siRNA comme celle du shRNA repose sur le processus d’ARN
interférence qui correspond a l'introduction d’ARN double brin dans une cellule
eucaryote induisant une dégradation spécifique d’'un ARNm cible et donc une inhibition
de l'expression de la protéine correspondante. Le siRNA correspond a une inhibition
transitoire (quelques jours) de 1’expression de la protéine cible alors que le shRNA permet
d’obtenir une inhibition prolongée (plusieurs mois). Différents agents de transfection ont
été utilisé a cet effet; la lipofectamine 2000 (Invitrogen) ou l'Interferin (Polyplus
Transfection) pour les siRNA et I’Arrest-In (OpenBiosystems) pour les shRNA. Deux
vecteurs d’expressions nous ont permis de sur-exprimer les protéines cibles dans les

cellules U87-MG.

L’inhibition de I'expression de la cavéoline-1 et de la sous-unité intégrine ab dans la
lignée U87-MG a été réalisée par la transfection du plasmide pSM2 (pSHAG-MAGICS2 ;
OpenBiosystems) contenant le shRNA ciblant la cavéoline-1 et la sous-unité intégrine ab
(shRNAcav-1et shRNAgs). La sur-expression de la cavéoline-1 dans cette lignée a la
particularité d’avoir été obtenue par ajout d'un tag EGFP permettant une évaluation
directe de I'efficacité de la transfection par microscopie. Cette construction a été obtenue
par l'introduction de sites de restriction HindIIl et BamHI au niveau 5'-3" du domaine CDS
de la cavéoline-1 par PCR. Le sous-clonage de ce fragment HindIIl/cav-1/BamHI a été
réalisé dans le vecteur d’expression pEGFP-N3.i1 (BD Biosciences Clontech). La lignée sur-

exprimant la sous-unité intégrine ab a été créée par sous-clonage de I’ADNc humain de

131



cette sous-unité intégrine a partir d'un plasmide intégrine pEGEab (don du Dr. Ruoslahti,
Burnham Institute, La Jolla, CA) au niveau des sites Xbal/NotI du vecteur d’expression
pcDNAB3.1 (Invitrogen). Les transfections ont été réalisées avec 1ug (pEGFP et pcDNA) ou
2,5ug (shRNA) de plasmide puis les cellules transfectées ont été sélectionnées par
'utilisation d’antibiotiques: la G418 pour les plasmides pEGFP et pcDNA et la
puromycine pour le plasmide shRNA.

Les cellules ont été ensemencées a 75000 cellules par puit dans 2ml de milieu EMEM
supplémenté de 10% de SVF dans une plaque 6 puits. Aprés 24 heures d’incubation, les
cellules sont transfectées par le shRNA et un changement de milieu est réalisé (1,5ml
EMEM + 10% SVF). Briévement, le milieu OPTIMEM (200ul) est placé dans deux tubes
Eppendorf de 1,5ml; 10ul d’agent de transfection (Arrest-In) sont ajoutés dans l'un des
tubes et le volume de shRNA correspondant a 2ug est ajouté dans 'autre tube. Apres 5
minutes d’incubation, le mélange OPTIMEM/agent de transfection est ajouté au mélange
OPTIMEM/shRNA. Aprés remise en suspension du mélange, une incubation de 20
minutes est réalisée puis le mélange OPTIMEM/shRNA /agent de transfection est ajouté
aux cellules. Apres 72 heures d’incubation, les cellules sont transférées dans une flask T80
avec 10ml de milieu EMEM + 10% SVF puis, apres reprise de la croissance cellulaire, les
cellules sont sélectionnées. L’expression des protéines d'intérét et ’analyse de 1’activation

des voies de signalisation sont réalisées par Western Blot (WB) et RT-PCR quantitative.

[-2/ Inhibition transitoire de 1’expression de la cavéoline-1, des sous-unités
intéerines ab et a2, de Smad?2 et du TGFBR1 (siRNA)

L’inhibition de la cavéoline-1, des sous-unités intégrines ab et a2, Smad2 et TGFpR1
a été réalisée par transfection de siRNAcav-1, SIRNAgs, SiIRNAw2, SiIRNAsmad2 et siRNATGEgr1
durant 72 heures avec 100nM de siRNA suivant les recommandations du fabricant
(Dharmacon Research). Différents agents de transfection ont été utilisés : la lipofectamine

2000 (Invitrogen) ou I'Interferin (Polyplus Transfection).

Les cellules sont ensemencées a 50 000 cellules par puits dans 2ml de milieu EMEM
supplémenté de 10% de SVF dans une plaque 6 puits. Apres 24 heures d’incubation, les
cellules sont traitées par le siRNA et un changement de milieu est réalisé (1,5ml EMEM +

10% SVEF). Brievement, le milieu OPTIMEM (200pl) est placé dans deux tubes Eppendorf
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de 1,5ml; 5ul d’agent de transfection sont ajoutés dans I'un des tubes et 10ul de siRNA
dans l'autre. Apres 5 minutes d’incubation, le mélange OPTIMEM/agent de transfection
est ajouté au mélange OPTIMEM/siRNA. Apres une remise en suspension du mélange,
une incubation de 20 minutes est réalisée puis le mélange OPTIMEM/siRNA /agent de
transfection est ajouté aux cellules. Apres 72 heures d’incubation, la prolifération et la
clonogénicité des cellules ont été testées et le reste des cellules a été récupéré et
I'expression des protéines d’intérét et I’analyse de 'activation des voies de signalisation

ont été réalisées par Western Blot (WB).

[-3/ Inhibition des voies de signalisation

Au cours de cette étude, nous avons eu recours a différentes molécules chimiques, le
LY294002, le SB-431542 et le UO126 afin d'inhiber respectivement les voies de signalisation
PI3-K/AKt, TGFBR1/Smad et MAPK. Plus précisément, le LY294002 est un inhibiteur
spécifique de la PI3K, le SB-431542 inhibe l'activité du récepteur TGFBR1 et le UO126 est
un inhibiteur de MEK1. Les cellules sont mises en culture dans un milieu EMEM + 10%
SVF a 200 000 cellules par puit et sont incubées 24 heures avec l'inhibiteur correspondant.
Les cellules sont ensuite incubées durant 24, 48 et/ou 72 heures avec les inhibiteurs dans
du milieu EMEM + 10% SVF préparé extemporanément. Les cellules sont ensuite
récupérées puis I'expression des protéines d’intérét et I'analyse de I'activation des voies de

signalisation sont évaluées par WB.

Le SB-431542 (4-[4-(1,3-Benzodioxol-5-yl)-5-(2-pyridinyl)-1H-imidazol-2-yl]-benzamide ;
4-[4-(3,4-Methylenedioxyphenyl)-5-(2-pyridyl)-1H-imidazol-2-yl]-benzamide ; 4-(5-
benzol[1,3]dioxol-5-yl-4-pyridin-2-yl-1H-imidazol-2-yl)-benzamide hydrate ; SIGMA) est

un inhibiteur des récepteurs du TGFp (des récepteurs kinases activine-like, ALK-4, ALK-5
et ALK-7). Cette molécule inhibe la signalisation endogéne du TGEFp et de l'activine sans
altérer la signalisation des BMP et des récepteurs ALK-1, -2, -3 et -6 (Inman GJ, Mol.
Pharmacol., 2002). La solution mere est réalisée dans du DMSO (SIGMA) a 10mM et

conservée a -20°C.

Le 1Y294002 (2-(4-Morpholinyl)-8-phenyl-4H-1-benzopyran-4-one hydrochloride; SIGMA)
est un inhibiteur spécifique de la PI3-K (ICso = 0,43mg/ml) (Vlahos D], J. Cell Biol., 1994).
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La solution meére a été reconstituée dans du DMSO a une concentration stock de 10mM et

conservée a 4°C.

Le UO126 (1,4-diamino-2,3-dicyano-1,4-bis[2-aminophenylthio]butadiene ; Cell Signaling)
est un inhibiteur sélectif des MEK let MEK2 avec une affinité supérieure pour MEK1. Le
UO126 n’exerce pas son activité inhibitrice sur les protéines kinases c-Abl, Raf, MEKK,
Erk, JNK, MKK3, MKK4/SEK1, MKK6, CDK2 ou CDK4 (Favata MF, J. Cell Biol., 1998). La
solution de UO126 a été reconstituée dans du DMSO a une concentration stock de 10mM

et conservée a -20°C.

[-4/ Induction de I'’expression de la sous-unité intéerine ab par le TGFB-1

Les cellules ont été mises en culture a 200 000 cellules par puits dans une plaque 6 puits
dans un milieu EMEM + 10% SVF. Apres une incubation sur la nuit, les cellules ont
ensuite été traitées par 1, 2, 5 et 10ng de TGF-31 (SIGMA) ou d’activine (Miltenyi Biotec)
durant 24 ou 72 heures. Les cellules sont ensuite récupérées puis 1'expression de la sous-
unité intégrine a5, de la cavéoline-1 et de la GAPDH a été évaluée par WB. L’expression
des résultats est obtenue par analyse densitométrique (logiciel Scionlmage) et '’expression
de l'intégrine et de la cavéoline-1 est rapportée a celle de la GAPDH pour chaque
échantillon. Le rapport a5/GAPDH (ou cavéoline-1/GAPDH) est ramené a 1 pour
‘échantillon contréle (solvant H20) et tous les échantillons sont comparés a ce controdle

par une analyse basée sur la regle de trois.

[-5/ Sécrétion de PAI-1 en milieu conditionné

La sécrétion de PAI-1 par les différentes lignées tumorales est obtenue par la mise en
culture de 500 000 cellules dans une boite de pétri de diameétre 60mm dans 3ml de milieu
EMEM + 10% SVF. Apres une incubation sur la nuit, les cellules sont lavées 2 a 3 fois par
du milieu EMEM seul afin d’enlever le SVE. Ensuite, les cellules sont incubées dans 1ml de
milieu EMEM seul pendant de 24 ou 48 heures. Le surnageant est alors récupéré dans des
tubes Eppendorf puis centrifugé a 2500g pendant 10 minutes a 4°C pour éliminer les
débris cellulaires. Le surnageant est ensuite transféré dans un nouveau tube Eppendorf et

la sécrétion de PAI-1 est analysée par WB.
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[-6/ Inhibiteurs, antagonistes et agents chimiothérapeutiques

Différentes molécules chimiques ont été utilisées au cours de cette étude : des inhibiteurs
de protéines de signalisation [le SB-431542, le LY294002 et le UO126 [voir paragraphe [-
3/)] deux antagonistes de 'intégrine (le K34c et le SJ749), un agent chimiothérapeutique

[le témozolomide (TMZ)] et une molécule cytotoxique (I'ellipticine).

Le SJ749 ((S)-2-[(2/4,6-trimethylphenyl-sulfonyl] amino-3-([7-benzyloxycarbonyl-8-(2-
pyridinylaminomethyl)-1-oxa-2, 7-diazaspiro-(4,4)-non-2-en-yl]-carbonylamino]-propionic
acid) est un antagoniste non peptidique sélectif de I'intégrine a5p1 qui a été synthétisé
comme décrit dans le brevet WO97/33887 par le Dr. Klotz. La solution mere est réalisée a

10mM dans un mélange méthanol/eau (50/50).

Le K34c (2-(s)-(2,6-dimethylbenzamido)-3-(4-[3-(pyridin-2-ylamino-

propoxy]phenyl)propionic acid) est un antagoniste sélectif de 1'intégrine a5p1 identifié
récemment par l'équipe du Prof. Kessler (Heckmann D, ChemBioChem., 2008). Cette
molécule a été synthétisée et fournie par 1'équipe de D. Bonnet (UMR7200 CNRS) et la
solution stock a été réalisée dans du DMSO a une concentration de 10mM, conservée a -

20°C.

Le témozolomide (TMZ; Schering-Plough) est un agent chimiothérapeutique dont le

mode d’action a été décrit précédemment (Friedman HS, Clin. Cancer Res., 2000). II est

dissout a I'aide d’une solution ethanol/eau (50/50) a la concentration stock de ITmM.

L’ellipticine (5,11-diméthyl-6H-pyrido[4,3-b]carbazole; SIGMA) est une molécule
tétracyclique issue d"un alcaloide naturel. C’est un agent intercalant capable d’inhiber la
topoisomérase de type II. La solution stock est réalisée dans du DMSO a une

concentration de ImM.

II/ Western Blot

L’analyse de I'expression des protéines est réalisée par Western Blot (WB). Cette
analyse est effectuée dans les différents modeles cellulaires afin de déterminer leur taux

d’expression protéique apres transfection par siRNA ou shRNA mais également suite a un
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traitement ou afin de déterminer 1'expression des protéines d’intérét ou 'activation des

voies de signalisation analysées.

II-1/ Expression de la cavéoline-1, des sous unités intégrines ab et B1 et du
récepteur TGFBR1

Les cellules sont lysées dans la glace a 'aide du tampon de lyse (1% Triton X-100, NaF
100mM, NaPPi 10mM, Na3VO4 1mM dans du PBS 1X) supplémenté extemporanément
d’un cocktail anti-protéase (Roche). La lyse cellulaire est réalisée a 4°C (sur de la glace)
durant 30 minutes puis une sonication de 5 secondes est effectuée. Le lysat protéique est
alors centrifugé a 14 000rpm (Centrifugeuse 56565, Eppendorf) durant 10 minutes a 4°C.
Le lysat protéique est ensuite transféré dans un autre tube Eppendorf puis les échantillons
sont dosés. Le dosage protéique est réalisé selon les recommandations du fabricant (DC

Protein Assay, Biorad).

L’analyse de la concentration protéique est réalisée par la lecture de la D.O. (densité
optique) au spectrophotometre, a 595 nm, de la gamme étalon d’albumine sérique bovine
(BSA : 0 a 2 mg/ml) et des échantillons. 0,5 a 10ug de protéines ont été préparées et
déposées sur un gel de polyacrylamide (de 8 & 12%) dénaturant (SDS-PAGE). La migration
est effectuée dans un tampon d’électrophorese (Tris-Glycine 1X, 5ml SDS 20%, q.s.p 1 litre)
a 60V durant 30 minutes puis a 100V durant 2h00 environ. Le transfert est réalisé sur une
membrane de PVDF (Amersham) durant 2h00 a 2h30 a 100V. Un blocage des sites
aspécifiques est effectué par incubation d’une heure dans un tampon de blocage (PBS 1X,
caséine, 0,3% Tween20). Les membranes sont ensuite incubées toute la nuit a 4°C, sous
agitation, avec I'anticorps primaire (voir Tableau 12). Les membranes sont ensuite lavées
dans le tampon de lavage correspondant (PBS 1x/Tween 0,3%) durant 15 minutes puis 3
fois 5 minutes afin d’éliminer I'anticorps primaire, puis incubées 1 heure a température
ambiante, sous agitation douce, dans le tampon de blocage contenant l’anticorps
secondaire anti-rabbit Ig a 1/5000 ou anti-mouse Ig a 1/10000. Les membranes sont
ensuite lavées dans le tampon de lavage durant 15 minutes puis 6 fois 5 minutes afin
d’éliminer I’anticorps secondaire. L’anticorps secondaire reconnait ’anticorps primaire et
est couplé a la péroxydase (Horseradish peroxydase, HRP). La révélation est réalisée par la

préparation des solutions A et B (Solution A : Eau, Tris, Luminol, Acide coumarique ;
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solution B : Eau, Tris, H202). Apres avoir mélangé les deux solutions dans un ratio 1/1, la
solution est répartie sur les membranes et incubée deux minutes. La réduction en
condition alcaline du peroxyde d’hydrogene par la peroxydase présente sur 1’anticorps
secondaire catalyse l'oxydation du luminol libérant ainsi de la chimiluminescence. La
membrane est exposée sur un film autoradiographique qui est développé par le passage
successif dans un bain de produit révélateur, d’eau puis de fixateur. L'expression des
résultats est obtenue par analyse densitométrique (logiciel Scionlmage) et 1'expression des
sous-unités intégrines ab et B1, de la cavéoline-1 et du récepteur TGFPBRI est rapportée a
celle de la GAPDH pour chaque échantillon. Le rapport protéine/ GAPDH est ramené a 1
pour l’échantillon contrdle (solvant H2O) et tous les échantillons sont comparés a ce

controdle par une analyse basée sur la regle de trois.

II-2/ Expression de PAI-1

PAI-1 étant une protéine sécrétée, sa détection est réalisée a partir de la préparation d'un

milieu conditionné. Apres avoir récupéré le surnageant (SN) dans des tubes Eppendorf,
ces derniers sont centrifugés a 2500g a 4°C durant 10 minutes pour éliminer les cellules
flottantes. Le SN est ensuite transféré dans un autre tube Eppendorf. Ensuite, 120ul de SN
sont additionnés de 24ul de Laemli 6X (0,03% de bleu de bromophénol, 6% de SDS 20%,
30% de glycérol, 300mM de tris HCl a pH 6,8) puis les protéines sont dénaturées en
chauffant la préparation a 95°C durant 7 minutes. Les résultats sont exprimés grace a une
analyse densitométrique (logiciel Scionlmage) étant donné que PAI-1 est une protéine
sécrétée son expression ne peut pas étre rapportée a celle de la GAPDH. Par conséquent,
les cellules ayant sécrétées PAI-1 sont récupérées, par trypsination, numérées sur cellule
de Neubauer puis lysées. L’expression de PAI-1 est alors rapportée au nombre de cellules
(cellules/ml) mais aussi a la concentration protéique (mg/ml). Le rapport PAI-
1/(cellules/ml) (ou PAI-1/(mg/ml)) est ramené a 1 pour I'échantillon controle (U87MG)
et tous les échantillons sont comparés a ce controle par une analyse basée sur la regle de

trois.

[I-3/ Activation des protéines ERK, AKt, Smad?2, FAK, p38 MAPK, SAPINK et p53

Le protocole d’extraction protéique pour le western blot des protéines phosphorylées a été

réalisé sur la glace afin de préserver au maximum la phosphorylation des protéines
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étudiées. Les plaques 6 puits ou les boites de pétri sont placées sur la glace et le milieu est
aspiré. Chaque puits ou boite est lavé a 'aide de PBS 1X froid puis le PBS 1X est aspiré.
Les cellules sont ensuite lysées par addition d'un mélange Laemli 2X/-mercaptoéthanol
(dans un ratio 950/50). Les cellules sont alors scrappées dans ce mélange et le lysat est
collecté dans un tube Epperdorf apres plusieurs séries d’aspirations-refoulements. Les

protéines sont dénaturées par un chauffage de 7 minutes a 95°C.

Brievement, 5 a 40ul de lysat protéique (voir tableau 12) sont déposés sur un gel de
polyacrylamide dénaturant. Les tampons de blocage ainsi que les tampons utilisés pour
les anticorps primaires et secondaires sont précisés dans le tableau 12 de méme que toutes

les dilutions. Le tampon de lavage correspond a du TBS 1x/Tween 0,1%

L’expression des résultats est obtenue par analyse densitométrique (logiciel Scionlmage) et
I'expression des protéines phosphorylées est rapportée a celle de la protéine totale pour
chaque  échantillon (par exemple p-ERK/ERK). Le rapport protéine
phosphorylée/protéine totale est ramené a 1 pour I’échantillon contrdle (solvant H20) et
tous les échantillons sont comparés a ce controle par une analyse basée sur la regle de
trois. Afin de s’assurer que la quantité de protéine totale ne varie pas, la méme analyse a

été réalisée avec la GAPDH (par exemple p-ERK/GAPDH et ERK/GAPDH).

IIl/ RT-PCR quantitative

I1I-1/ Expression de la cavéoline-1, des sous-unités intégrines ab et 31, de PAI-1 et

de la cyclophiline-1

La variation de l'expression des différents transcrits (ARN) a également été analysée. Sauf
mention contraire, les cellules ont été récupérées apres culture durant 24 heures ou suite a

un traitement de 24, 48 ou 72 heures.

I11-1-1/ Extraction des ARNs

Les plaques ou boites de pétri sont placées sur la glace puis le milieu est aspiré a l'aide
d’une pipette pasteur stérile. Un volume de TRI Reagent (Sigma) est ajouté (1ml pour une
aire de 10cm? soit 200pl pour un puits d'une plaque 6 puits) puis les cellules sont

récupérées.

138



Tableau 12. Liste des anticorps utilisés pour le western blot.
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Le lysat est collecté dans un tube Eppendorf stérile puis les échantillons sont placés a -
20°C durant au moins 24 heures. Les échantillons sont ensuite décongelés sur la glace puis

le chloroforme est ajouté (200ul de chloroforme pour 1ml de TRI Reagent).

Les échantillons sont ensuite vortexés durant 15 secondes puis incubés a température
ambiante durant 5 minutes. Une centrifugation a 12 000g durant 15 minutes a 4°C est
effectuée. La phase aqueuse est récupérée dans un autre tube Eppendorf stérile puis de
I'isopropanol est ajouté (500ul pour 1ml de TRI Reagent). Les échantillons sont de nouveau
vortexés 15 secondes puis incubés a température ambiante durant 10 minutes. Une
centrifugation a 12 000g durant 15 minutes a 4°C est réalisée. Le surnageant est aspiré (le
culot d"ARN est parfois visible a cette étape) et le culot est lavé avec de 1'éthanol a 75%
(Iml pour Iml de TRI Reagent). Apres avoir oté 1'éthanol, le culot est séché a I'air libre
puis repris dans 15 a 25ul d’eau DEPC. Les échantillons sont dosés ou placés a -20°C en

vue d'une analyse ultérieure.

I11-1-2/ Dosage des ARNSs et rétrotranscription en ADNCc

Le dosage des ARNs est réalisé a 'aide d'un Biophotometre (Eppendorf). L’'eau DEPC
(99ul) est placée dans des Uvettes (Eppendorf) puis 1 pl d’ARNSs est ajouté. Le blanc est
effectué en placant 100ul d’eau DEPC. Apres une agitation douce, les ARNs sont dosés. La
reverse transcription (RT) des ARNs en ADNc est réalisée grace au High Capacity cDNA
RT Kit (Applied Biosystems). 2ug d’ARN sont disposés dans des tubes PCR q.s.p 20ul
d’eau osmosée (180hm) puis 20ul de mix de RT (Buffer 10X, dNTP 100mM, Randoms
Hexamers 10X, Reverse transcriptase 50 unités par ul, H20) sont ajoutés. La RT est réalisée
dans un thermocycleur selon le programme suivant : 10 minutes a 25°C puis 2 heures a
37°C et 15 minutes a 4°C. Pour la PCR quantitative, les ADNc sont dilués au 1/5 (50ng par
puits).

I11-1-3/ RT-PCR quantitative

La technique de RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) permet I’analyse

de I'expression d"un géne au niveau de I’ARN messager (ARNm).
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Tableau 13. Tableau des séquences des amorces utilisées pour la RT-PCR quantitative.
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La technique est celle d'une PCR classique a la différence que la RT-PCR quantitative
permet une amplification massive des ADNc qui sont détectés grace a un fluorophore, le
Syber Green (1X SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), incorporé dans les
transcrits amplifiés a chaque cycle. Le mix de qPCR contient de I'eau, le syber green et les
amorces (Tableau 13). L’analyse de 'amplification des transcrits étudiés est donnée par la
valeur des Ct (nombre de cycles d’amplification) : plus la valeur des Ct est grande (32 par
exemple) moins le transcrit est exprimé. La cyclophiline est utilisée comme gene de
référence comme la GAPDH pour I'analyse des WB. L’analyse des résultats est donc
obtenue par le rapport des Ct du transcrit étudié par rapport au Ct de la cyclophyline
selon le calcul suivant : 2"-24Ct (Livak KJ, Methods, 2001). Le mix est ajouté a raison de 20pl
par puits dans une plaque 96 puits avec 5ul d’ADNc. La plaque est recouverte d’un film
plastique transparent et autocollant afin de pallier I'évaporation des échantillons au cours
de I'amplification. Le programme d’amplification du volume réctionnel est réalisé de la
facon suivante: 10 min a 95°C (dénaturation) suivi de 40 cycles de 15 s a 95°C
(hybridation) puis 1 min a 65°C (élongation). Les amorces sens et antisens sont a une

concentration finale de 300uM, les ADNCc sont utilisés a la concentration de 50ng/ml.

IV/ Clonogénicité
Le test de clonogénicité mesure la capacité d"une cellule cancéreuse a former des colonies.
Pour ce faire, les cellules sont mises en culture en tres faible quantité afin qu'une colonie

provienne d’une seule cellule.

IV-1/ Chimiosensibilité au Témozolomide et a I'ellipticine
La clonogénicité des cellules U87-MGshRNAcvi ou U87-MGshRNAw ainsi que les

cellules pEGFPcavi/crtt est évaluée en présence ou non de témozolomide (TMZ) et
d’ellipticine. Le TMZ est dilué dans une solution éthanol/eau (50/50) et utilisé a 100, 200,
et 300uM alors que l'ellipticine est reprise dans du DMSO et utilisée a 0,5 1 et 2uM. Ce test
est réalisé de maniere séquentielle avec une mise en culture en EMEM + 2% SVF durant 3

jours puis un changement de milieu EMEM + 10%SVF pendant 7 jours.

Les cellules sont ensemencées a 250 cellules par puits dans 2ml de milieu puis les drogues

sont ajoutées. Aprés une incubation de 3 jours, le changement de milieu est réalisé et la
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repousse s’effectue en absence de drogues. Au bout des 10 jours, les colonies sont lavées
avec du PBS 1X (2ml), puis colorées a l'aide d'une solution de crystal violet/éthanol
(0,1% ; 2ml par puits). Chaque puits est ensuite rincé 2 fois avec de 'eau osmosée. Les
colonies sont ensuite comptées et photographiées. Les résultats sont exprimés en
rapportant tout d’abord le nombre de colonies compté a 250 (nombre de cellules au
départ) : ce calcul correspond a la plating efficiency (PE). Ensuite, le rapport nombre de
colonies/250 est ramené a 1 pour le contrdle (solvant) et tous les échantillons sont
comparés a ce controle selon le rapport ([nombre de colonies/250]c1 / [nombre de
colonies/250]schantilion). Ce rapport correspond a la fraction survivante (ou surviving

fraction).

IV-2/ Réponse aux antagonistes de l'intégrine ab5p1 et au SB-431542
La clonogénicité des cellules U87-MGshRNA.av1 et de leurs controles U87-MGshRNA

ainsi que les cellules pEGFPcav1/crti a été évaluée en présence de deux antagonistes sélectifs
de l'intégrine a5p1, le K34c et le SJ749, et du SB-431542, un inhibiteur spécifique du
récepteur TGFPRI. Les cellules ont été ensemencées a 250 cellules par puits dans 1ml de
EMEM + 2% SVF. Le K34c est utilisé a deux concentrations 10 et 30uM et le SB-431542 est
utilisé a 5 et 10uM.

V/ Prolifération cellulaire

Le CellTiter9® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega) est une
méthode colorimétrique permettant de déterminer le nombre de cellules viables en
prolifération. Le kit contient un agent tétrazolium, le MTS ([3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-
(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium), qui est un composé
bioréduit par les cellules en un produit coloré, le formazan, soluble dans le milieu de
culture. Cette conversion est accomplie par le NADPH (ou le NADH) produit par les

déhydrogénases des cellules métaboliquement actives.

Brievement, les cellules sont ensemencées a 1000 cellules par puits dans une plaque 96
puits. La viabilité cellulaire est ensuite déterminée en ajoutant 100ul de MTS par puit.

Apres 3 heures d’incubation a 37°C sous 5% de CO», l'absorbance est mesurée a 490nm.
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Les résultats sont exprimés en pourcentage : la D.O. du controle correspondant a 100%.

Les échantillons sont comparés a ce controle par une analyse basée sur la regle de trois.

V1/ Adherence cellulaire

L’adhérence des cellules a été évaluée sur différentes matrices: poly--Lysine (PL),
collagéne de type I (COL) et fibronectine (FN). La capacité des cellules a adhérer a 'une ou
I'autre de ces matrices dépend de la présence et de la quantité des récepteurs
membranaires de ce ligand. La PL, le COL et la FN sont incubés durant 1 heure dans une
plaque 96 puits. Les cellules (20 000 cellules par puits) sont ensuite placées dans les puits
recouverts de ces différentes matrices. Apres 2 lavages au PBS (excepté les puits PL), les
cellules sont fixées a I'aide d"une solution de glutaraldéhyde (5%). Les cellules sont ensuite
colorées, apres un lavage au PBS 1X, a I'aide d’une solution de crystal violet (0,25%)
durant 1 heure. Apres 3 lavages avec de l'eau, les cellules sont lysées et le crystal violet
libéré grace a une solution d’acide acétique a 10%. Apreés une agitation de 5 a 10 minutes,
I'absorbance est lue a 595nm. Les réultats sont exprimés en pourcentage: la D.O. du
controle correspondant a 100%. Les échantillons sont comparés a ce controle par une

analyse basée sur la régle de trois.

V1I/ Transmigration cellulaire
Le test de transmigration cellulaire mesure la capacité des cellules a migrer au travers d'un
tamis (Transwell). La migration de ces cellules est réalisée par chimio-attraction a 1'aide

d’un milieu additionné de sérum ou d’une molécule chimio-attractive.

Les tamis sont coatés a 'aide d’une solution de PBS1X contenant de la fibronectine
(10png/ml) ou du collagene (10pg/ml). Aprés une incubation d"une heure, les cellules sont
placées dans la chambre supérieure a raison de 500 000 cellules par transwell dans 100pl
de milieu EMEM seul. La chambre inférieure est préalablement remplie de milieu EMEM+
10% SVEF. Aprés une incubation de 24 heures, la chambre supérieure est lavée et les
cellules sont enlevées par plusieurs lavages au PBS1X a I’aide d"un coton-tige. Les cellules
ayant transmigré, présentes au niveau de la partie inférieure du transwell, sont ensuite
fixées durant 10 minutes a température ambiante dans une solution de PFA 4%. Apres

lavages, les transwell sont placés dans une solution de crystal violet/éthanol afin de

144



colorer les cellules ayant transmigré. Les tamis subissent ensuite plusieurs lavages avec de
’eau osmosée puis les cellules sont comptées. Les réultats sont exprimés en pourcentage et
le controle correspondant a 100%. Les échantillons sont comparés a ce contrdle par une

analyse basée sur la régle de trois.

VIII/ ELISA
L’ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) est une technique de biochimie permettant

de détecter la présence d"un anticorps ou dun antigéne (dans le cas qui nous ocuupe, il
s’agit du facteur de croissance TGF-f1). Ce dosage immunoenzymatique est réalisé sur les

surnageants cellulaires.

Le dosage du TGF-f31 a été réalisé sur les surnageants des cellules U87-MGpEGFPcav1, U87-
MGpPEGFPc1, U87-MGpSM2cavi et U87-MGpSM2cti. Les cellules sont ensemencées a
300 000 cellules par boite de pétri de diametre 60mm dans 3ml de milieu EMEM + 10%
SVE. Aprés une incubation sur la nuit, les cellules subissent plusieurs lavages avec du
milieu EMEM seul (afin d’éliminer le SVF) puis sont incubées 24 ou 72 heures dans 1,5ml
de milieu EMEM. Le surnageant est alors collecté dans des tubes en polypropylene puis
centrifugé pour éliminer les cellules flottantes. Les surnageants sont transférés dans de
nouveaux tubes en polypropylene. 100ul de surnageant sont prélevés en vue de la
procédure d’activation réalisée a I'aide de 20ul de HCI 1N. Apres remise en suspension et
une incubation de 10 minutes a température ambiante, le surnageant est neutralisé a 'aide
d’une solution de NaOH (12N)/Hepes (0,5M). Apres plusieurs aspirations et refoulements
la mesure du pH est réalisée a l'aide d’une sonde de pHmetre. Le pH doit étre compris
entre 7,2 et 7,6 (sinon une solution acide ou basique est ajoutée en conséquence) afin de
pouvoir procéder au test a I'aide du kit TGFp1 R&D Biosystems. 50ul de la solution RD5-
53 (1X) sont déposés dans chaque puit puis 50ul de la gamme TGFp-1 et 50ul
d’échantillon. Les échantillons sont incubés durant 2 heures a température ambiante puis
les surnageants sont éliminés par retournement de la plaque et tapotement. Les puits sont
lavés avec la solution de lavage puis 100ul de la solution de TGF-1 conjugué (anticorps
polyclonale dirigé contre le TGF-p1 couplé a HRP) sont ajoutés. Apres une incubation de 2
heures a température ambiante, les puits sont lavés 5 fois avec la solution de lavage. La

solution de substrat est ajoutée a raison de 100ul par puits [mélange volume/volume des
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solutions A (solution de peroxide d’hydrogeéne) et B (solution de tetramethylbenzidine)].
Apres une incubation de 30 minutes a ’abri de la lumiere, la réaction est arrétée a 1'aide de
100ul de solution STOP (solution d’acide hydrochlorique). La lecture est réalisée a 540nm.
L’expression des résultats est obtenue en reportant les valeurs de D.O. de chaque

échantillon sur la gamme étalon de TGF{3-1.

IX/ PCR Array

La PCR Array permet de réaliser une analyse du transcriptome a grande échelle en

analysant le niveau d’expression de nombreux génes pour plusieurs échantillons donnés.

La PCR Array (SuperArray) a été réalisée selon les recomandations du fabricant. 1pg
d’ADNc (obtenu a partir des ARNs convertis en ADNc par le kit RT? PCR Array first
Strand ; SuperArray) a été mélangé au mix, prét a 'emploi, RT2 Real-Time SYBR Green
PCR master mix (SuperArray). Les échantillons sont aliquotés dans une plaque 96 puits
contenant les différentes amorces ciblant les génes d’intérét (RT2 ProfilerTM PCR Array,
Human Cancer PathwayFinderTM). La RT-PCR et I'analyse ont été réalisées suivant le

protocole du fabricant.

X/ Le partitionnement des biopsies humaines de patients

Le partitionnement des échantillons de biopsies des patients a été réalisé par une analyse
« K-means clustering ». C'est une méthode d’analyse statistique des données qui vise a
diviser et a regrouper les données analysées selon des groupes homogenes. Les sous-
groupes ainsi identifiés partagent des caractéristiques communes qui correspondent
généralement a des criteres de proximité. Dans le cadre de notre étude, ces critéres
correspondent aux différents taux d’expression en cavéoline-1, en intégrine a5 et TGFBRI
évalués par RT-PCR quantitative. Ces analyses ont été obtenues grace a une collaboration
avec Julien Godet (équipe Mély UMR 7213 CNRS, Strasbourg). Les échantillons de
biopsies de patients ont été obtenus par des collaborations avec les chercheurs et les
cliniciens du CHRU de Hautepierre (Strasbourg): Natacha Ent-Werlé, Eric Guerin,
Madeleine Jaillet, Erwan Pencreach, Michele Legrain (EA4438 Physiophatologie et
recherche translationnelle) et Sébastien Froelich (Service de Neurochirurgie, hopital de

Hautepierre, CHRU Strasbourg).
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Les analyses de survie ont également été réalisées grace a la méthode de Kaplan-Meier qui
permet d’étudier la chronologie des apparitions d'un événement particulier dans le temps
au sein d'une population. Ici, cet évéenement correspond au déces d'un patient. Nous
avons ainsi établi les courbes de survie entre différents groupes de patients en fonction de
leur taux d’expression de la sous-unité intégrine et de leur taux de PAI-1. Les courbes se
construisent sous la forme d’escaliers dont les paliers indiquent les intervalles de temps
durant lesquels il n'y a pas de décés. Les marches indiquent les déceés et leurs hauteurs

correspondent a la proportion des survivants a un temps donné.

XI/ Analyses statistiques

Les analyses statistiques effectuées dans cette étude ont été réalisées a partir de la
moyenne de plusieurs expériences indépendantes. Ces moyennes sont réprésentées +
I'écart type a la moyenne. L’analyse densitométrique des résultats obtenus a partir des WB
a été réalisée grace au logiciel Scionlmage (Macintosh program). Les analyses statistiques
ont été réalisées par le test de Student et le test ANOVA avec une significativité atteinte

pour un p<0,05 correspondant a *; p<0,01 a ** et p<0,001 a ***.
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Figure35. L’expression de la cavéoline-1 module le phénotype des cellules de
glioblastome. Validation des modeles de sur- et sous-expression de la cavéoline-1 dans les
cellules U87-MG par Western blot (A) et par RT-PCR quantitative (B).C, Test de
prolifération cellulaire (MTS, 72 heures); D, Test de clonogénicité; E, Test de
transmigration cellulaire. Les résultats, exprimés en pourcentage, correspondent a la
moyenne de plusieurs expériences indépendantes (n = 3-5) £ SEM avec * p<0,05 ; ** p<0,01

et *** pour p<0,001.
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RESULTATS

I/ Effets modulateurs de la cavéoline-1 sur le phénotype des cellules

de ¢lioblastomes

La sur-expression de la cavéoline-1 a été clairement mise en évidence dans les tumeurs
cérébrales. Particulierement, dans les glioblastomes, la cavéoline-1 est fortement exprimée
et détectée par immunohistochimie dans toutes les tumeurs de type astrocytaires (Cassoni
P, Am. J. Surg. Pathol., 2007). Néanmoins, deux populations co-existantes, l'une sur-
exprimant la cavéoline-1 et 'autre la sous-exprimant, ont pu étre mises en évidence dans
la moitié des glioblastomes (Cassoni P, Am. |. Surg. Pathol., 2007). Malheureusement, la
contribution de chaucune de ces populations dans le phénotype des glioblastomes était

encore inconnue au début de cette étude.

Notre étude a tout d’abord consisté a déterminer la contribution de la modulation de
I'expression de la cavéoline-1 dans le phénotype des cellules de glioblastomes en utilisant
la lignée cellulaire U87-MG comme modeéle. L'expression de la cavéoline-1 a été modulée
dans cette lignée et l'inhibition de son expression a été obtenue par l'utilisation dun
siRNA ou d'un shRNA dirigé contre la cavéoline-1 (U87-MGsiRNAcv1 ou US87-
MGshRNAyv1). La sur-expression de la cavéoline-1 a été obtenue grace a un vecteur

d’expression contenant la cavéoline-1 (U87-MGpEGFPcav1).

I-1/ Modulation de la prolifération cellulaire
Apreés avoir validé les différents modéles de sur- et sous-expression de la cavéoline-1 dans
les cellules U87-MG (Figure35A et 35B), nous avons pu constater que la modulation de
I'expression de la cavéoline-1 dans les cellules U87-MG conduisait a de profonds
changements phénotypiques (Figure35C, D et E). L’analyse de la prolifération cellulaire
des cellules de glioblastomes U87-MGsiRNAcayv1 et des cellules U87-MGpEGFPcav1 (en
comparaison avec leurs témoins respectifs U87-MGsiRN A1 et U87-MGpEGFPcui) a révélé
des taux de prolifération différents. En effet, les cellules sous-exprimant la cavéoline-1 ont
montré un taux de prolifération plus important que leurs témoins (1,5 fois plus) alors que
les cellules sur-exprimant la cavéoline-1 ont vu leur prolifération diminuer de moitié par

rapport a leurs témoins (47 + 8% de diminution) (Figure35C).
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Figure36. Les clones U87-MGshRNAyv1 présentent les mémes caractéristiques que les
cellules U87-MGsiRNAcv1. L'expression de la cavéoline-1 est évaluée (A) ainsi que la
clonogénicité des cellules (B). Les histogrammes représentent la moyenne de différentes
expériences indépendantes (n = 6-9) + SEM et correspondent a la fraction des cellules
ayant survécu (fraction survivante). Avec *** pour p<0,001.
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I-2/ Modulation de la clonogénicité

L’analyse de la clonogénicité des cellules de glioblastome U87-MGsiRNAcav1 et des cellules
U87-MGpEGFPav1 (en comparaison avec leurs controles respectifs U87-MGsiRNAu1 et
U87-MGpEGFPct1) a également été menée.

Nos résultats ont mis en évidence, a l'instar des résultats obtenus lors de 1'étude de la
prolifération cellulaire, que les cellules U87-MGsiRNAcwyv1 avaient un pouvoir
clonogénique plus important que leurs témoins U87-MGsiRNAcu1 (75 + 3%) (Figure35D).
A l'inverse, les cellules U87-MGpEGFPcav1 ont montré une capacité clonogénique moins

importante (42 + 8%) que leurs témoins U87-MGpEGFPc (Figure35D).

L’ensemble des résultats obtenus sur les cellules U87-MG sous-exprimant la cavéoline-1 a
été réalisé en inhibant de maniere transitoire 1'expression de la cavéoline-1 (siRNAcav1).
Afin de disposer au laboratoire de lignées stables, nous avons généré des cellules sous-
exprimant la cavéoline-1: U87-MGshRNAcwv1 et leurs controles U87-MGshRNA
(Figure36A). Afin de vérifier le phénotype des cellules U87-MGshRNAayv1, nous avons
étudié leur clonogénicité par rapport a leurs controles U87-MGshRNA 1. L’analyse des
résultats a révélé une clonogénicité plus élevée des clones U87-MGshRNA av1 par rapport
a celle des cellules témoins (Figure36B). Ces résultats rejoignent ceux obtenus les cellules
U87-MGsiRNAv1 qui montraient également une clonogénicité plus importante que celle
des cellules témoins U87-MGsiRNAu. Ces résultats indiquent que les cellules U87-
MGshRN A av1 et U87-MGsiRNAcavi peuvent étre utilisées indifféremment.

I-3/ Modulation de la transmigration cellulaire
L’analyse de la transmigration cellulaire des U87-MGsiRNAcy1 et des cellules U87-
MGpPEGFPav1 (en comparaison avec leurs controles respectifs U87-MGsiRNAu1 et U87-
MGpPEGFP1) a fourni le méme profil que ceux livrés par I'étude de la prolifération et de
la clonogénicité. En effet, les cellules U87-MGsiRNAcyv1 ont montré une forte capacité a
migrer (75 * 3% d’augmentation) en comparaison avec les cellules témoins U87-
MGsiRNA w1 (Figure35E). Au contraire, les cellules U87-MGpEGFPcav1 ont une faible
capacité de transmigration (2 fois moins) que leurs témoins U87-MGpEGFPui (Figure35E).
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Conclusions:

Les résultats obtenus ont mis en évidence que:

4+ La modulation de l'expression de la cavéoline-1 dans les cellules U87MG entraine

de profonds changements phénotypiques

4+ L’inhibition de l'expression de la cavéoline-1 conduit a un phénotype plus agressif

(en termes de prolifération, de clonogénicité et de trans-migration)

4+ Au contraire, la sur-expression de la cavéoline-1 conduit a un phénotype moins

agressif

4+ Les modeles U87-MGsiRNAcv1 et U87-MGshRNAyv1 présentent le méme
phénotype

Ces résultats ont mis en évidence la contribution de la cavéoline-1 dans le phénotype des

cellules de glioblastome.
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Figure37. Analyse par PCR Array du transcriptome des U87-MG siRNAav1, SIRNAcu,

pEGFPcavl

et pEGFPcui. A, genes impliqués dans le controle du cycle cellulaire et les

dommages a ' ADN ; B, apoptose et sénescence ; C, transduction du signal et facteurs
de transcription ; D, angiogenese ; E, invasion et métastases ; E, adhérence. (suite)
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Figure37 (suite). Analyse par PCR Array du transcriptome des U87-MG siRNAcav1,
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respectifs. L'expression des génes est normalisée a celle des genes de ménage B2M,
HGPRT/HPRT, RPL13A, G3PD/GAPD et p-actine. Les résultats correspondent a la
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et *** pour p<0,001 ; vs pour versus.
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1/ Effets modulateurs de la cavéoline-1 sur l'expression des génes

Afin de déterminer les mécanismes par lesquels la cavéoline-1 modulait le phénotype des
cellules de glioblastome U87MG, nous avons tout d’abord réalisé une analyse par PCR
Array (SuperArray) d'un ensemble de genes connus pour leur implication dans la

tomorigenese.

II-1/ La cavéoline-1 module principalement les genes impliqués dans
I’adhérence cellulaire
L’analyse des résultats a montré que 20% des génes était affectés par la modulation de
I'expression de la cavéoline-1 dans les cellules U87-MGsiRNAcav1 et des cellules U87-
MGpPEGFPcv1 (par rapport a leurs témoins respectifs U87-MGsiRNAw1 et U87-
MGpPEGFP.1) (Figure37). Pour autant, deux familles de genes sont principalement

touchées par la modulation de la cavéoline-1: la famille des génes impliqués dans

I'invasion cellulaire et les métastases (Figure37E) et la famille des genes impliqués dans

I'adhérence cellulaire (Figure37F). Dans la famille «invasion et métastases», des

métalloprotéases (MMP-1 et MMP-2), des SERPIN (SERPINE1 et SERPINBS) ainsi que le

gene Twist sont modulés (Figure37E). Toutefois, ces modulations ne sont observées que
dans les cellules sous-exprimant la cavéoline-1, les cellules U87-MGsiRN A1, qui ont le
phénotype le plus agressif. L'expression de MMP-1 et de Twist est diminuée alors que
celle des SERPIN est fortement augmentée (7 fois pour la SERPINBS et 3 fois pour la
SERPINE1) (Figure37). La validation de la sur-expression de ces transcrits au niveau
protéique a été effectué sur 'analyse de l'expression de PAI-1 (par WB et par RT-PCR
quantitative). L’analyse de l'expression de PAI-1 a été réalisée sur les surnageants des
cellules U87-MG transfectées par le shRNAcav1 et les cellules U87-MGpEGFPcav1 ainsi que
leurs témoins respectifs (U87-MGshRNA 1 et U87-MGpEGFPct1) (Figure38). L’analyse des
résultats a permis de confirmer la sur-expression de PAI-1 dans les cellules sous-
exprimant la cavéoline-1 (4 fois plus exprimée par rapport aux controles US87-

MGSiRNActrI) .
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Figure39. Expression des sous-unités intégrines a2, a5 et 31 dans les cellules U87-MG
SiRNAcavi, SiIRNActi, pPEGFPcavi et pPEGFPcyi. L'analyse de l'expression des sous-unités
intégrines a2, a5 et Pl est réalisée par RT-PCR quantitative (A) et par WB (B). Les
histogrammes représentent les pourcentages d’augmentation ou de diminution
d’expression des protéines indiquées (C). Les résultats correspondent a la moyenne de
plusieurs expériences indépendantes (n = 3-5) représentés + 1'écart type a la moyenne
(SEM) avec une significativité (*) atteinte pour p<0,05 et *** pour p<0,001 ; vs pour versus ;
ctrl pour controle.
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Bien que l'analyse par PCR Array n’ait pas révélé de modulation significative de son
expression dans les cellules U87-MGpEGFP.av1 par rapport aux cellules U87-MGpEGFPt,
I'analyse des résultats par WB et RT-PCR quantitative a révélé que I'expression de PAI-1
était significativement inhibée dans les cellules sur-exprimant la cavéoline-1 (Figure38).
De maniere intéressante, nous avons pu observer une corrélation inverse entre
I'expression de PAI-1 et 'expression de la cavéoline-1 dans les cellules U87-MGshRNA cav1
et U87-MGpEGFPcav1 au niveau des transcrits par RT-PCR quantitative (Figure38A) et au
niveau protéique par WB (Figure38B).

La deuxieme famille, la famille « adhérence » qui était la plus touchée (14% sur les 20% de
genes dont I'expression est modulée), est majoritairement représentée par les intégrines

avec ceci de remarquable : 'expression de pratiquement I’ensemble des intégrines était

inversement corrélée a I'expression de la cavéoline-1 (Figure37F). En effet, les cellules sur-

exprimant la cavéoline-1 (U87-MGpEGFPcv1) sous-expriment les sous-unités intégrines
al, a3, ab et av ainsi que les sous-unités 1 et 5 par rapport a leur contrdle. Au contraire,
les cellules U87-MGsiRNAcav1 ont montré une sur-expression des intégrines al, a2, a3, a5
et p1. L'analyse de I'expression de ces intégrines au niveau protéique a révélé que la
corrélation inverse entre ’expression de la cavéoline-1 et celle des intégrines n’était valable
que pour les intégrines a5p1 et a2f31 (Figure39B et 39C). Il est a noter que, dans les cellules
U87-MGpEGFPcavi, l'expression de I’ARNm la sous-unité a2 n’est significativement
inhibée bien que 'expression protéique de celle-ci soit diminuée de maniére significative

(Figure39C).

L’ensemble de ces résultats indique que l'expression de la cavéoline-1 est inversement

corrélée a I'expression des intégrines a5f1 et a2f31.

II-2/ L’intégrine a5p1 est le médiateur des effets de la cavéoline-1

Au regard des résultats révélés par la littérature (Farber K, Mol. Cell. Neurosci., 2008 ;
Uhm JH, Front. Biosci., 1999) et de ceux obtenus au sein de notre laboratoire (Maglott A,
Cancer Res., 2006) sur l'implication de lintégrine ab5Pl dans lagressivité des
glioblastomes, notre intérét s’est porté sur cette intégrine et son implication dans

'agressivité des cellules U87-MGsiRNAcav1 a été évaluée.
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Figure40. Etude de l'adhérence et de la clonogénicité des cellules U87-MGsiRNA av1 et
siRN A1 suite a 'inhibition des sous-unités intégrines a2 (siRNAw) et a5 (siRNAgs). A,
Adhérence sur poly-L-lysine (PL), Fibronectine (FN) et collagene (COL) des cellules U87-
MGsiRNAcv1 U87-MGsiRNA w1, U87-MGpEGFPcav1 et U87-MGpEGFPcy1. Inhibition de
I'expression des sous-unités intégrines a2 et ab. Adhérence sur PL, FN et COL des cellules
U87-MGsiRNA av-1 U87-MGsiRN A1 transfectées par le siRNAq ou siRNAgs. Les résultats
sont représentés * 1'écart type a la moyenne (SEM) avec * p<0,05; ** p<0,01 et *** pour
p<0,001 ; ns = non significatif.
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Nous avons inhibé l'expression de la sous-unité intégrine a5 dans les cellules U87-
MGsiRNAcav1 grace un siRNA dirigé contre I'intégrine afin de déterminer 1'implication de
cette derniere dans l'agressivité des cellules U87-MGsiRNAcyi. Etant donné que
I'expression de la sous-unité intégrine a2 est également modulée dans ces cellules, son
expression a aussi été inhibée (par siRNNA). Suite a 1'inhibition des sous-unités intégrines

ab et a2, la prolifération et la clonogénicité des cellules U87-MGsiRNAav1 ont été évaluées.

Compte tenu du fait que les intégrines a231 et a5p1 ont respectivement pour ligand le
collagene et la fibronectine, 'adhérence des cellules U87-MGsiRNAav1 a été testée sur une

matrice de fibronectine et de collagene.

L’inhibition de la cavéoline-1 a induit une augmentation de 1'adhérence des cellules U87-
MGsiRNAcyvi a la fibronectine, de 24% par rapport aux contrdles (Figure40A). Au
contraire, les cellules U87-MGpEGFPcyv1 ont montré une diminution de 20% de leur
adhérence a la fibronectine en comparaison des cellules témoins U87-MGpEGFP.u. En
revanche, 'adhérence au collagéne des cellules U87-MGsiRNAav1 et U87-MGpEGFPcav1

n’a montré aucune variation en comparaison de leurs témoins respectifs (Figure40A).

Ces résultats indiquent que, malgré l'augmentation de l'expression de la sous-unité
intégrine a2, 'adhérence des cellules U87-MGsiRNAcav1 au collagene n’est pas modulée
alors que l'augmentation de l’expression de la sous-unité intégrine ab induit une

augmentation de I’adhérence des cellules U87-MGsiRN A av1 a la fibronectine.

Nous avons ensuite évalué I'adhérence et la clonogénicité des cellules U87-MGsiRNA cav1
apres avoir inhibé 1'expression des sous-unités intégrines a2 (siRNAq) et a5 (siRNAgs)
(Figure40B). Nos résultats ont mis en évidence que I'inhibition de la sous-unité intégrine
ab induisait une diminution significative de 1’adhérence a la fibronectine des cellules U87-
MGsiRNAcav1 par rapport a leurs controdles : 'adhérence des cellules U87-MGsiRNA cav1 a
la fibronectine, plus importante que leurs témoins, est alors inhibé et revient au niveau de
celle des cellules controles (Figure40C). En revanche, I'inhibition de la sous-unité intégrine

a2 dans les cellules U87-MGsiRNAcav1 ne module pas leur adhérence a la fibronectine.
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Figure4l. Expression de la cavéoline-1 et des sous-unités intégrines a5 et 31 dans les
cellules U87-MG sous- et sur-exprimant la cavéoline-1 (U87-MGsiRNAav1, SiRNAcu1, U87-
MGpEGFPcav1 et U87-MGpEGFPcu1) ou sous- et sur-exprimant la sous-unité intégrine a5
(shRNA&S, shRNAr1, pcDNAGs E7, pcDNAGs rs et pcDNAcwi). A, par RT-PCR quantitative et
par WB (B). Les résultats sont représentés + 1'écart type a la moyenne (SEM) avec *
p<0,05; ** p<0,01 et *** pour p<0,001.
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De la méme maniere, I'inhibition de la sous-unité intégrine a2 dans les cellules U87-
MGsiRNAcyv1 ne module pas leur clonogénicité alors que la clonogénicité des cellules
témoins est significativement légerement augmentée par l'inhibition de la sous-unité
intégrine a2 (Figure40D). Au contraire, l'inhibition de l’expression de la sous-unité
intégrine a5 provoque une inhibition de la clonogénicité des cellules U87-MGsiRNA cav1
qui est alors comparable a celle des cellules controles U87-MGsiRNA1. De plus, la
clonogénicité des cellules témoins diminue légerement lorsqu’elles sont traitées par le
siRNAgs (Figure40D). Ces résultats indiquent que c’est I'intégrine a5p1, et non a2p1, qui
est responsable du phénotype des cellules de glioblastome U87-MGsiRNAcv1 et U87-
MGpPEGFPv1. L'intégrine est donc le médiateur des effets de la cavéoline-1 dans les
cellules de glioblastome U87-MG. Etant donné que le phénotype des cellules U87-
MGsiRNAcav1 pourrait cependant étre indépendant de 1'intégrine a5p1, nous avons généré
des cellules U87-MG exprimant des taux variables d'intégrine a5p1 puis nous les avons
comparé aux cellules U87-MGsiRNAav1 et U87-MGpEGFPcayv1. Ainsi, nous avons obtenu
des cellules U87-MG sur-exprimant la sous-unité intégrine ab (pcDNAas g7 et pcDN A5 Fs)
et des cellules sous-exprimant la sous-unité intégrine a5 (shRNAgs ps). L'étude de
I'expression, en ARN et en protéines, de la cavéoline-1, des sous-unités intégrine ab et p1 a
été menée par RT-PCR quantitative et par WB (Figure41). Au niveau protéique, les cellules
U87-MG pcDNAgs g7 et pcDNAGs rs sur-expriment l'intégrine a5 : le clone pcDNAs g7 sur-
exprime de la sous-unité intégrine a5 a un niveau comparable a la sur-expression observée
dans les cellules U87-MGsiRN A av1 alors que le clone pcDNAs5 rs 1'exprime beaucoup plus
fortement (4 fois plus que les cellules controles pcDNAu) (Figure41B). Le méme profil
d’expression de la sous-unité intégrine a5 a été retrouvé au niveau de I’ARN (Figure41A).
Aucune variation d’expression de la sous-unité intégrine p1 n’est retrouvé dans les clones
sur- ou sous-exprimant la sous-unité intégrine a5 (pcDNAas k7, pcDNAgs rs ou ShRNAgs p4)
par rapport a leurs controles au niveau de I’ARN comme au niveau protéique alors que,
pour les clones cav-1 (U87-MGsiRNAcav1 et U87-MGpEGFPcav1), la variation du taux
d’expression de la sous-unité intégrine 1 allait dans le méme sens que les variations

observées pour la sous-unité intégrine ab.
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Figure42. Implication de la sous-unité intégrine a5 dans le phénotype des cellules de
glioblastome. La prolifération (A) et la clonogénicité (B) des cellules U87-MG sous- et sur-
exprimant la cavéoline-1 (U87-MGsiRNAcv1, SiRNAci, U87-MGpEGFPcv1 et U87-
MGpPEGFP1) sous- et sur-exprimant l'intégrine a5 (shRNA«5, shRNAci, pcDNAGs g7,
PcDNAGs5 rs et pcDNAwi) ont été évaluées. Les histogrammes correspondent a la moyenne
de plusieurs expériences indépendantes (n = 3-5) réprésentées en pourcentage. Les
résultats sont représentés + 1'écart type a la moyenne (SEM) avec * p<0,05; ** p<0,01 et
*** pour p<0,001 ; ns = non significatif.
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Au niveau de I'’ARN, l'expression de la cavéoline-1 dans les cellules pcDNAus g7 et
pcDNAGs s est augmentée alors qu’elle ne varie pas dans les cellules shRNAus ps par
rapport a leurs controles (Figure41A). Néanmoins, aucune variation d’expression de la

cavéoline-1 n'a été mise en évidence dans ces cellules au niveau protéique (Figure41B).

Ces résultats mettent en évidence deux types de modeéles cellulaires : 'un ou I'expression
de la cavéoline-1 a été modulé (U87-MGsiRNAcv1 et U87-MGpEGFPcav1) et olt une
modulation de l'expression de la cavéoline-1 et des sous-unités intégrines a5 et p1 est
observée et I'autre o1 'expression de la sous-unité intégrine a5 a été modulée (pcDNAs g7
/ PCcDNAGs rs et ShRNAgs ps) et ot seule I'expression de cette sous-unité intégrine est
modulée dans ces cellules (I’expression de la cavéoline-1 et de la sous-unité 1 ne sont pas

modulées).

A l'aide de ces nouveaux modeles cellulaires, nous avons évalué la prolifération et la
clonogénicité des cellules pcDNAas g7, pcDNAGs rs ou shRNAgs ps (par rapport a leurs
contrdles) puis nous les avons comparées aux cellules U87-MGsiRNAcv1 et U87-

MGPEGchavl .

L’analyse des résultas a mis en évidence une augmentation de la prolifération des cellules
PcDNAGs 7 (32 = 18%) et pcDNAgs s (52 + 16%) par rapport a leur contréle pcDNA
comme l'augmentation de prolifération (53 * 19%) observée dans les cellules U87-
MGsiRNAcyv1 par rapport a leur controle (Figure42A). De plus, l'augmentation de
prolifération du clone pcDNAgs rs est comparable a celle retrouvée dans les cellules U87-
MGsiRNAcyvi. Au contraire, la prolifération des cellules sous-exprimant l'intégrine,
shRNAgs ps, est diminuée (39 + 11%) par rapport aux cellules controles shRNA«; cette
diminution est également comparable a celle mise en évidence dans les cellules sur-
exprimant la cavéoline-1, U87-MGpEGFP..v1 (Figure42A). L’analyse de la clonogénicité
des cellules a révélé le méme type de profil que celui observé pour la prolifération. En
effet, les cellules pcDNAgs g7 et pcDNAGs rs, qui sur-expriment la sous-unité intégrine a5,
ont montré une capacité clonogénique plus importante (85 + 30% et 80 = 24%
respectivement) que leurs controéles, une clonogénicité comparable a celle observée dans

les cellules sous-exprimant la cavéoline-1, les cellules U87-MGsiRNAcav1 (Figure42B).
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Figure43. L’inhibition de la cavéoline-1 induit l'expression de l'intégrine a5p1 dans
différentes lignées de glioblastome. L’inhibition de la cavéoline-1 a été réalisée par
l"utilisation d’un siRNA dirigé contre la cavéoline-1 dans les cellules (A) LN-18, LNT-229,
(B) A172 et (C) U373. L’analyse de I'expression des sous-unités intégrines ab et p1 ainsi
que de l'expression de la cavéoline-1 a été réalisée par WB. Les histogrammes représentent
I'analyse, par densitométrie, de 'expression des sous-unités intégrines a5 et 1 et de la
cavéoline-1 sur une moyenne de 2 a 3 expériences indépendantes + SEM avec * quand p <
a0,05.
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A T'inverse, les cellules sShRNAgs ps, qui sous-expriment la sous-unité intégrine a5, ont une
clonogénicité moins importante (de moitié environ) par rapport aux contréles shRNAcu1
(Figure42B). La méme diminution de clonogénicité avait été mise en évidence dans les

cellules U87-MGpEGFPcav1 sur-exprimant la cavéoline-1.

L’ensemble des résultats obtenus a partir des clones pcDNAs £7, pcDNAab rs et sShRNAgs
ps a confirmé l'implication de l'intégrine a5Pfl dans l'agressivité des cellules de

glioblastome U87-MG.

Forts de ces résultats, nous avons alors cherché a savoir si la cavéoline-1 pouvait moduler
I'expression de I'intégrine a5p1 dans d’autres modeéles cellulaires de glioblastome et dans
I’affirmative si la corrélation inverse existant entre I'expression de la cavéoline-1 et celle de

I'intégrine a5p1, dans les cellules U87-MG, était retrouvée dans ces modeles.

II-3/ L’expression de 'intégrine a5p1 et ’expression de la cavéoline-1
sont inversement corrélées dans différentes lignées de glioblastome

Afin de déterminer si la baisse de 1'expression de la cavéoline-1 dans des lignées de
glioblastome pouvait conduire a 'augmentation de I'expression de l'intégrine a5p1, nous
avons inhibé de fagon transitoire 1'expression de la cavéoline-1 dans les lignées A172,
U373-MG, LN-18 et LNT-229. Les cellules ont été transfectées 72 heures avec 100mM de
siRNAcv1 ou de siRNAw puis les cellules ont été lysées, les protéines dosées et

"expression des protéines d’intérét a été évaluée par WB.

L’inhibition de I'expression de la cavéoline-1 a été confirmée par WB dans les différents
modeéles avec une diminution de son expression de l'ordre de 77% (+ 1%) pour la lignée
LN-18, d’environ 93% (+ 7%) pour la lignée LNT-229 (Figure43A), de plus de 65% pour la
lignée A172 (Figure43B) et de 60% pour la lignée U373-MG (Figure43C). Pour I'ensemble
de ces lignées, l'inhibition de l'expression de la cavéoline-1 induit une augmentation de
I'expression des sous-unités a5 et 1 de l'intégrine de 1,5 a 2,6 fois. N'ayant réalisé que
deux expériences indépendantes, nous ne sommes pas en mesure de dire si I'induction de
'expression des sous-unités intégrines est significativement différente pour les lignées LN-
18siRNAcavi, LNT-229siRNAcav1 et A172siRNAcavi par rapport a leurs controles respectifs
(Figure43A).
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Figure44. Corrélation inverse entre 1'expression de la cavéoline-1 et celle de la sous-unité
intégrine ab dans les lignées de glioblastome. L’expression de la cavéoline-1 et des sous-
unités intégrines ab et P1 a été réalisée par WB sur les lignées LN18, U373, LNT229, U87-
MG et LN319. La droite de régression linéaire a été réalisée a partir d’expériences
indépendantes (n = 3). Plus R? est proche de 1, plus la corrélation est forte avec * p < a 0,05.
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En revanche, dans les cellules U373siRNAcav1, ol trois expériences indépendantes ont pu
étre réalisées, une augmentation significative de I'expression des sous-unités intégrines ab
et P1 a été mise en évidence (Figure43D). L’expression des sous-unités intégrines ab et p1
est augmentée de plus de 2 fois dans les cellules U373siRNAcav1 par rapport aux cellules

contrdles U373siRNA cu1.

L’ensemble de ces résultats suggére donc que la cavéoline-1 serait capable de moduler
I'expression des sous-unités intégrines a5 et Pl dans différents modeles de cellules de

glioblastome.

Compte tenu du fait que I'expression de la cavéoline-1 et celle de I'intégrine a5p1 sont
inversement corrélées dans les cellules de glioblastome, nous les avons analysées dans
différents modeles de cellules de glioblastome. Ainsi, nos résultats ont mis en évidence
une corrélation inverse significative (p=0.03) entre I'expression de la cavéoline-1 et celle de
la sous-unité intégrine a5 dans l'ensemble des lignées de glioblastomes étudiées

(Figure44).

Comme la cavéoline-1 régule l'expression de l'intégrine a5p1l, nous nous sommes
demandés comment la cavéoline-1 parvenait a moduler l'expression des géenes et plus

particulierement, 'expression de l'intégrine a5p1 dans les cellules de glioblastome.
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Conclusions:

Les résultats obtenus mettent en évidence que:

4+ La cavéoline-1 module I'expression des genes dans les cellules de glioblastome et

principalement les génes appartenant a la famille des intégrines
4+ L’intégrine a5p1 est le médiateur des effets de la cavéoline-1

4+ La cavéoline-1 module l'expression de l'intégrine a5p1 dans différents modeles

cellulaires de glioblastome

4+ [’expression de la cavéoline-1 et de l'intégrine a5pf1 sont inversement corrélées

dans différentes modeles de cellules de glioblastome

Ces résultats ont mis en évidence le moyen (I'intégrine a5p1) par lequel la cavéoline-1

parvenait a moduler le phénotype des cellules de glioblastome.
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I/ Modulation des voies de signalisation par la cavéoline-1 :

régulation de l'expression de l'intégrine a5p1 par la cavéoline-1

Grace a son domaine CSD, la cavéoline-1 lie de nombreuses protéines de la signalisation.
Cette intéraction a de nombreuses conséquences (Partie || Chap 1I-3-5) dont, notamment,
I'inhibition de l’activité de la protéine liée et, par conséquent, I'inhibition d'une voie de
signalisation et donc de différents processus cellulaires (prolifération, survie, migration...).
Etant donné le role joué par la cavéoline-1 sur l'activation des voies de signalisation, nous
avons émis I'hypothése selon laquelle elle pourrait réguler I'expression de I'intégrine a5p1
en modulant l'activation de certaines voies de signalisations dans les cellules de

glioblastome.

Afin de comprendre comment la cavéoline-1 parvenait a réguler I'expression de l'intégrine
ab5pl dans les cellules U87-MG, nous avons analysé les taux d’activation, I'expression et la
localisation intra-cellulaire de différentes protéines de signalisation par WB. Au regard des
différents sites de liaison des différents facteurs de transcription présents au niveau du
promoteur de la sous-unité intégrine a5, nous avons évalué, au cours de cette étude,
'activation de la voie PI3K-AKt (a travers l'activation de AKt), de la voie des MAPK (a
travers l'activation de ERK), de la voie SAPK (p38-MAPK et de SAP-JNK), de la protéine
p53 et de FAK.

ITI-1/ Activation et expression des protéines de signalisation

II1-1-1/ La protéine p38-MAPK
La voie des kinases induites par le stress (SAPK, stress-activated protein kinase) est une sous-
famille de la super-famille des MAP kinases. Cette voie peut étre induite par de nombreux
stimuli comme le stress environnemental et les cytokines pro-inflammatoires. Cette voie
peut-étre dissociée en deux branches : la voie JNK et la voie p38 MAP kinase. Ces deux
voies requiérent pour leur activation les mémes protéines. L’activation des SAP kinases se
fait par la phosphorylation de résidus tyrosine et thréonine comme dans la voie ERK. La

voie p38-MAPK est une sous branche de la voie SAP.
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Figure45. Les protéines p38-MAPK et SAP-JNK ne sont pas activées dans les cellules de
glioblastome.
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Figure46. Activation de p38-MAPK et de SAP-JNK dans les cellules U87-MGshRNAcav1.
L’activation de p38-MAPK et de SAP-JNK est réalisée par addition de sérum dans le
milieu de culture apres une déprivation en sérum de 24 heures. Une cinétique a court
terme est réalisée (0 ; 5; 15 et 30 minutes) et la phosphorylation de p38 et de SAPJNK est
évaluée par WB.
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Les inducteurs de cette voie sont les mémes que ceux de la voie JNK; seules les protéines
impliquées différent : dans ce cas MEKK1 phosphorylera deux autres protéines MKK6 et
MKK3.

L’analyse de l'activation de p38-MAPK dans les cellules U87-MGshRNAav1 et U87-
MGpPEGFPav1 a été réalisée au niveau basal, c’est-a-dire sans aucune stimulation. Ainsi,
aucune activation de p38-MAPK n’a pu étre révélée quelque soit le modele cellulaire
considéré U87-MGshRNAcv1 ou U87-MGpEGFPcay1 ainsi que leurs controles respectifs
(Figure45).

Afin de s’assurer de l'activation de la p38-MAPK dans les cellules de glioblastome, nous
avons induit la phosphorylation de p38-MAPK en condition de stress (déprivation en
sérum). Ces conditions nous ont fourni des controdles positifs de 'activation de la voie p38-
MAPK qui évolue au cours du temps (Figure46A). L’activation de la protéine p38-MAPK
est réalisée par 'ajout de sérum dans le milieu de culture des cellules U87-MGshRNA cav1.

Une cinétique a été réalisée sur des temps courts allant de 5 a 30 minutes (Figure46A).

ITI-1-2/ La protéine SAP/JNK
Les protéines JNK peuvent étre activées par un grand nombre de stimuli extracellulaires
incluant des cytokines et le stress induit par les rayons ultra-violets, le cycloheximide et
I’anisomycine. La protéine Ras induit I'activation de cette voie a travers I'activation de la
sérine thréonine kinase MEKK1. MEKK1 est impliquée dans la régulation des signaux de
transduction dans les voies JNK et p38 MAP kinase. L’activation de JNK est réalisée par
I'intermédiaire de MKK7 et de MKK4, substrats de MEKK1, grace a une double

phosphorylation sur les résidus thréonine et tyrosine.

Nous n’avons pas pu observer d’activation de la protéine SAP-JNK dans nos différents
modeles cellulaires (Figure45). Comme pour p38-MAPK, l'activation de la protéine SAP-
JNK a été induite par l'ajout de sérum dans le milieu de culture des cellules U87-

MGshRNAav1 (Figure46B).
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Figure47. L’activation de p53 et de FAK n’est pas modulée dans les cellules de
glioblastome. L’analyse de l'activation de p53 (A) et de FAK (B) a été réalisée par WB. Les
histogrammes représentent 1’analyse densitométrique de l'activation de FAK réalisée a
partir de la moyenne de différentes expériences indépendantes (n = 3) + SEM et avec ns
pour non significatif.
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ITI-1-3/ Activation de p53
La protéine p53, suppresseur de tumeurs, régule I'expression de la cavéoline-1 (Bist A,
Biochem., 2000). Compte tenu du role de p53 dans différents processus cellulaires, nous

avons évalué 'activation de la protéine p53 dans nos cellules.

L’étude de l'expression et de l'activation de p53 dans les cellules U87-MGshRNAav1 et
U87-MGpEGFPcavi n'a pas révélé de différences d’expression ou d’activation dans ces

différents modeles (Figure47A).

II1-1-4/ La protéine FAK
La protéine FAK (Focal Adhesion Kinase) est une tyrosine kinase localisée au niveau des
points focaux d’adhérence. L’activation de FAK, obtenue par une auto-phosphorylation
au niveau de la tyrosine 397, intervient apres l'activation des intégrines. Ainsi activée,
FAK va s’associer aux domaines SH2 des Src qui phosphorylent a leur tour la paxilline et
p130€4S, des protéines adaptatrices recrutant de nombreuses protéines de signalisation.
Compte tenu de la sur-expression de l'intégrine a5p1dans les cellules U87-MGshRNA cav1
et de la diminution de son expression dans les cellules U87-MGpEGFPcav1, nous avons
étudié l'activation de FAK dans ces cellules. Les résultats obtenus n’ont révélé aucune
modulation de l'activation de FAK dans ces cellules (Figure47B). Ces résultats indiquent
d’une part que la modulation de la cavéoline-1 n’affecte pas l'activation de FAK et que
d’autre part I'augmentation de I'expression de l'intégrine a5p1 ne provoque pas non plus

une hyper-phosphorylation de FAK dans nos conditions expérimentales.

II1-1-5/ La protéine ERK
Galbiati et ses collegues avaient révélé qu’une inhibition de I'expression de la cavéoline-1
était suffisante pour conduire a la transformation des cellules NIH3T3 avec une hyper-
phosphorylation de la protéine ERK (Galbiati F, EMBO, 1998). De maniére plus générale,
I'ensemble des travaux de cette équipe avait permis d’établir la nature de la relation

réciproque existant entre le taux d’expression de la cavéoline-1 et l'activation de la

protéine ERK (Engelman JA, J. Biol. Chem., 1998 ; Engelman JA, FEBS Letters., 1998).
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Figure48. Corrélation inverse entre I'expression de la cavéoline-1 et l'activation de la
protéine ERK. (A) dans les cellules U87-MGsiRNA cav1, siRNA, pPEGFPcavi et pPEGFPcu1 (B)
et dans les cellules U87-MGshRNAcavi, ShARNA. L’analyse de la phosphorylation de ERK
(ou p44/42-MAPK) a été réalisée par WB et les histogrammes représentent I'analyse par
densitométrie de la moyenne de plusieurs expériences indépendantes. (n = 6) £ SEM et
avec * pour p<0,05 et ** pour p<0,01.
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L’analyse de l'activation de la voie MAPK a été réalisée par une étude par WB de la
phosphorylation de la protéine ERK dans les cellules sous-exprimant la cavéoline-1 (U87-

MGsh/siRNAcav1) et les cellules la sur-exprimant (U87-MGpEGFPcav1).

Afin de pouvoir déterminer 1'état d’activation de la protéine ERK dans les cellules sous- et
sur-exprimant la cavéoline-1, les cellules ont été ensemencées dans un milieu complet puis
lysées apres une incubation sur la nuit. L'évaluation de l’activation basale (c’est-a-dire
sans stimulation et sans traitement) de la protéine ERK a révélé une corrélation inverse
entre 1'expression de la cavéoline-1 et la phosphorylation de la protéine ERK (Figure48).
En effet, les cellules sous-exprimant la cavéoline-1, U87-MGsiRNAcav1, présentaient une
hyper-phosphorylation de ERK par rapport a leurs controles (1,1 £ 0,1% et 0,7 £ 0,1%
respectivement) (Figure48A), comme les cellules U87-MGshRNAcv1 (1,48 + 0,14 fois
d’augmentation par rapport aux controles U87-MGshRNAav1) (Figure48B) alors que ERK
était hypo-phosphorylé dans les cellules U87-MGpEGFP.av1 rapport a leurs controles (0,6 +
0,1% et 0,9 + 0,1%)(Figure48A).

IT1-1-6/ La voie TGFBR/Smad

Razani et ses collegues avaient rapporté que la cavéoline-1 était capable de réguler la voie
TGFBR/Smad a travers une liaison directe avec le récepteur TGFPBRI et 1'inhibition de
Smad?2 (Razani B, |. Biol. Chem., 2001). La voie TGFPR/Smad étant capable de réguler de
nombreux génes a travers la translocation nucléaire du complexe R-Smad-p/Smad4
(Massague |, Genes Dev., 2008), elle représentait une voie candidate dans la régulation de
I'expression de l'intégrine aS5p1 par la cavéoline-1. Par ailleurs, les résultats obtenus par
PCR Array avaient révélé une sur-expression du récepteur TGFPRI dans les cellules U87-
MGsiRNAcav1 par rapport a leurs controles (Chapitre ///). Nous avons étudié 1'expression
du récepteur TGFPRI et de la phosphorylation de Smad2 dans les cellules U87-
MGPEGFPcav1 et U87-MGshRN A cavi.
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Figure49. Corrélation inverse entre I'expression de la cavéoline-1 et I'activation de la voie
TGFBR/Smad2 dans les cellules de glioblastome. L’analyse de I'expression du récepteur
TGEFBRI, de la GAPDH, de Smad?2 ainsi que la phosphorylation de Smad2 a été évaluée
par WB. Les histogrammes représentent 1'analyse densitométrique réalisée a partir de la
moyenne de différentes expériences indépendantes (n = 3-6) + SEM et avec * pour p<0,05.

Figure50. Corrélation inverse entre I'expression de la cavéoline-1 et la phosphorylation de
la protéine AKt dans les cellules de glioblastome. Les histogrammes représentent 1’analyse
densitométrique réalisée a partir de la moyenne de différentes expériences indépendantes
(n = 3-6) £ SEM et avec **pour p<0,01.
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L’analyse de l'expression du récepteur TGFPRI réalisée par WB sur les cellules U87-
MGshRNAcav1 et les cellules U87-MGpEGFPcav1 et sur leurs contrdles respectifs a révélé
une corrélation inverse entre I'expression du TGFPRI et celle de la cavéoline-1. En effet, les
cellules U87-MGshRN A av1 sur-expriment le récepteur d’environ deux fois par rapport aux
cellules témoins U87-MGshRNA 1 alors que son expression est inhibée dans les cellules
U87-MGpEGFPcav1 (Figure49). De maniere similaire, Smad2 est hyper-phosphorylée dans
les cellules U87-MGshRNAayv1 alors que sa phosphorylation est diminuée dans les cellules
U87-MGpEGFPcav1 (diminution de deux fois environ par rapport a leurs controles)
(Figure49). Ces résultats mettent en évidence une corrélation inverse entre l'activation de

la voie TGFBR/Smad et I'expression de la cavéoline-1.

ITI-1-7/ La protéine AKt
Les résultats obtenus par l'analyse de PCR Array avaient également révélé une
modulation d’AKtl dans les cellules U87-MGsiRNA 1. Par ailleurs, le taux d’activation de
la PIBK, d"AKt et de p70s6k augmente avec le grade tumoral dans les gliomes et est
inversement corrélée au niveau de caspase 3 clivée (Chakravarti A, J. Clin. Oncol., 2004).
L’étude de 'activation de la PI3K-AKt a donc été menée par I'analyse de I'activation de la
protéine AKt dans les cellules U87-MGshRNAcav1 et U87-MGpEGFPcav1 par rapport a leurs
contrdles. Comme la voie TGFBR/Smad et de ERK, l'analyse de I'activation de la protéine
AKt a révélé une corrélation inverse entre 1’activation de la protéine AKt et I'expression de

la cavéoline-1 (Figure50).

La protéine AKt est hyper-phosphorylé dans les cellules U87-MGshRNAcav1 (1,63 + 0,12
fois par rapport a leurs controles) alors que la phosphorylation de la protéine AKt est
diminuée dans les cellules U87-MGpEGFPcav1 (0,67 £ 0,03 fois diminuée) par rapport a

leurs controles (Figure50).

183



Figure51. Inhibition de l'activation de la protéine ERK et de la protéine AKt dans les
cellules U87-MGshRNAgs sous-exprimant la sous-unité intégrine ab. L’analyse de
I'expression de ERK et de ERK-p a été réalisée par WB (A). Les histogrammes (B)
représentent l'analyse densitométrique réalisée a partir de la moyenne de différentes
expériences indépendantes (n = 5) + SEM et avec * pour p<0,05 et ns pour non significatif.
L’analyse de I'expression d’AKt et de AKt-p a été réalisée par WB (C). Les histogrammes
(D) représentent I'analyse densitométrique réalisée a partir de la moyenne de différentes
expériences indépendantes (n = 5) + SEM et avec * pour p<0,05.
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ITI-2/ Modulation des voies de signalisation par l'intégrine a51
La modulation directe de I'expression de l'intégrine a5p1 dans les cellules U87-MG avait
révélé une agressivité des cellules sur-exprimant cette intégrine (U87-MGpcDNAgs) par
rapport a leurs controles (Chapitre //). Au contraire, les cellules sous-exprimant cette
intégrine (U87-MGshRNA«5) montraient une agressivité moindre. Ces modeles, générés au
laboratoire, nous ont permis d’évaluer la modulation des protéines TGFPRI, Smad2, AKt
et ERK dans un contexte cellulaire o1 I'expression de la sous-unité intégrine a5 variait

alors que I'expression de la cavéoline-1 n’était pas modulée.

I11-2-1/ Taux d’activation de ERK
L’analyse de l'activation de la protéine ERK menée sur les cellules sous-exprimant
I'intégrine a5p1, U87-MGshRNAus, et les cellules la sur-exprimant, U87-MGpcDNAGgs, a
révélé une modulation de l'activation de la protéine ERK uniquement dans les cellules
U87-MGshRNAgs. En effet, dans ces cellules, la phosphorylation de la protéine ERK est
diminuée par rapport a leurs controles (0,78 + 0,24 et 1,22 + 0,18 fois) (Figure51A, B).

Ces résultats mettent en évidence une modulation de l'activation de la protéine ERK

uniquement lorsque I'expression de la sous unité intégrine a5 est diminuée.

IT1-2-2/ Modulation de la voie TGFPR/Smad2
‘étude de l'expression du récepteur TGFPBRI dans ces cellules a montré une corrélation
entre I'expression du récepteur et I'expression de la sous-unité intégrine ab. En effet, les
cellules U87-MGpcDNAgs sur-exprimant l'intégrine a5pfl sur-expriment également le
récepteur TGFPRI alors que I'expression de ce dernier est diminuée dans les cellules U87-
MGshRNAs (Figure52). En revanche, la phosphorylation de Smad2 ne varie pas dans les

cellules quel que soit leur taux d’expression de l'intégrine a5p1 (Figure52).

Ces résultats mettent en évidence une modulation de 1'expression du récepteur TGFBRI
dans le méme sens que celle de l'intégrine a5pl: quand l'expression de l'intégrine
augmente celle de TGFBRI augmente et lorsque l'expression de l'intégrine diminue,

'expression du récepteur diminue aussi.
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Figure52. Corrélation entre I'expression de l'intégrine a5p1 et I'expression du TGFPRI
L’analyse de I'expression du récepteur TGFBRI, de Smad?2 et de la GADPH ainsi que de
Smad2-p a été réalisée par WB. Les histogrammes correspondent a  l’analyse
densitométrique réalisée a partir de la moyenne de différentes expériences indépendantes

(n = 3-5) £ SEM et avec * pour p<0,05 et ** pour p<0,01.
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I1I-2-3/ Taux d’activation de AKt

L’étude de la phosphorylation de la protéine AKt a été réalisée dans les différents modéles
cellulaires. Comme pour ERK, la phosphorylation de la protéine AKt dans les cellules sur-
exprimant l'intégrine a5p1 ne varie pas comparativement aux cellules controles
(Figure51C, D). En revanche, une inhibition de la phosphorylation de la protéine AKt est
retrouvée dans les cellules sous-exprimant l'intégrine a5p1, U87-MGshRNA g5 par rapport
a leurs controles U87-MGshRNA w1 (2,60 £ 0,55 et 3,30 £ 0,65 respectivement) (Figure51C,
D).

Ces résultats mettent en évidence une modulation de l'activation de la protéine AKt

uniquement lorsque I'expression de la sous-unité intégrine a5 est diminuée.

Conclusions:

Les résultats obtenus au cours de cette étude ont mis en évidence:

+ Une activation de plusieurs protéines de signalisation (ERK, AKt et Smad?2) dans les

cellules de glioblastome les plus agressives et la sur-expression du TGFBRI

+ L’expression de la cavéoline-1, inversement corrélée a 'activation de ces protéines

et a 'expression du récepteur TGFPRI

+ La modulation directe de I'expression de la sous-unité intégrine a5, dans les cellules
U87-MG, qui ne conduit pas aux mémes modulations de l’activation ou de
I'expression des protéines indiquant que la cavéoline-1 est responsable de ces

régulations
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Figure53. Implication de la voie ERK-MAPK dans la régulation de l'intégrine a5 dans les
cellules de glioblastome. L’inhibition de I'expression de la sous-unité intégrine a5 dans les
cellules U87-MGsiRNAcav1 (A) et U87-MGshRNAav1 (B) est réalisée par un traitement avec
du UO126 (10pM) ou du DMSO (solvant) durant 24 heures. Les histogrammes
représentent la moyenne de plusieurs expériences indépendantes basées sur 1'analyse de
I"expression des sous unités ab et 1 par densitométrie (n = 4) + SEM avec * p<0,05 et **
p<0,01.
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ITI-3/ Implication des voies ERK-MAPK, PI3K-AKt et TGFBR/Smad
dans la régulation de I'expression de l'intégrine a5p1

L’étude de l'activation des différentes protéines et voies de signalisation avait mis en
évidence une modulation en sens inverse de l'expression de la cavéoline-1 et de
I’activation des protéines de signalisations. Afin de déterminer si ces voies de signalisation
étaient impliquées dans la régulation de I'expression de l'intégrine a5p1 par la cavéoline-1,

nous avons procédé a leur inhibition en ayant recours a des inhibiteurs spécifiques.

III-3-1/ Implication de la voie ERK-MAPK
Notre attention s’est tout d’abord portée sur la protéine ERK et la voie des MAPK sur
laquelle la cavéoline-1 exerce un controle négatif. Compte tenu de Ihyper-
phosphorylation de la protéine ERK dans les cellules U87-MGsiRNAcav1 par rapport a
leurs contrdles, nous I'avons inhibée. L'inhibition de la protéine MEK-1, capable d’activer
la protéine ERK en la phosphorylant, a été obtenue grace a I'utilisation du UO126, un
inhibiteur spécifique de MEK-1.

L’analyse des résultats a montré une inhibition significative de 1’expression de la sous-
unité intégrine ab par 10uM de UO126 pendant 24 heures. L’inhibition de la
phosphorylation de la protéine ERK est observée dans les cellules U87-MGsiRNA av1 et
leurs controles U87-MGsiRNA1 (Figure53A). Bien que l'expression de la sous-unité
intégrine ab ait diminué dans les cellules U87-MGsiRNAcav1 traitées par le UO126,
'expression la sous-unité intégrine 1 n’a pas été affectée (quoiqu'une tendance a la baisse
ait été mise en évidence) (Figure53A). Dans les cellules controles U87-MGsiRNA w1, le
traitement avec le UO126 n’a pas affecté la faible expression des sous-unités intégrines ab

et 1 (qui sont déja basses) alors que la phosphorylation de ERK était diminuée.

Ces résultats ont donc permis de révéler I'implication de la voie ERK-MAPK dans la
régulation de 1'expression de l'intégrine a5B1 par la cavéoline-1 dans les cellules U87-

MGSiRNAcav]_ .

Ces résultats ont également pu étre validés dans les lignées stables U87-MGshRNA cav1
(Figure53B).

189



Figure54. Implication de la voie PI3K-AKt dans la régulation de I'expression de la sous-
unité intégrine a5 dans les cellules de glioblastome U87-MGshRNA 1. L'inhibition de
I'expression de la sous-unité intégrine a5 dans les cellules U87-MGsiRNAcav1 est réalisée
par un traitement avec du LY294002 (10uM) ou du DMSO (solvant) durant 24 heures.
L’analyse de I'expression des sous-unités ab et 1 et de I'activation d’AKt a été réalisée par
WB (A). Les histogrammes (B) représentent 1’analyse densitométrique réalisée a partir de
la moyenne de différentes expériences indépendantes (n = 4-7) + SEM et avec * pour
p<0,05; ** p<0,01 et ns pour non significatif.
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IT1-3-2/ Implication de la voie PI3K-AKt

La voie de signalisation PI3K-AKt présentait également un intérét particulier: tout
d’abord, comme pour la protéine ERK, l'activation d’AKt est inversement corrélée a
I'expression de la cavéoline-1 ensuite I'activation des intégrines conduisant a l’activation
d’AKt pouvait laisser penser que la modulation de la phosphorylation d’AKt était la

conséquence de la sur-expression de l'intégrine et non la cause.

Nous avons donc inhibé la PI3-K par le LY294002, un inhibiteur spécifique, dans les
cellules U87-MGshRN A av1. Le traitement de ces cellules par le LY294002 durant 24 heures
a une concentration de 10uM induit une diminution de la phosphorylation d’AKt dans les
cellules témoins (Figure54). L’inhibition de l'activation de la protéine AKt par le
traitement au LY294002 induit une inhibition significative de I'expression de la sous-unité
intégrine a5 dans les cellules U87-MGshRNA av1 et les cellules U87-MGshRNA 1. Dans les
cellules U87-MGshRNAu1, I'expression de la sous-unité intégrine ab atteint alors un
niveau comparable a celui des cellules témoins U87-MGshRNA. 1 non traitées (Figure54).

L’expression de la sous-unité 1 ne semble pas étre affectée par ce traitement dans les

cellules U87-MGshRNAcavi1 et les cellules U87-MGShRNA 1.

Ces résultats impliquent donc la voie PIBK-AKt dans la régulation de I'expression de la

sous-unité a5 au méme titre que la voie ERK-MAPK dans les cellules U87-MGshRNA cav1.

IT1-3-3/ Implication de la voie TGFPR/Smad

La voie TGFBR/Smad est I'une des plus intéressantes car 1'expression du récepteur ainsi
que l'activation de voie de signalisation, a travers son médiateur Smad?2, est modulée par
I'expression de la cavéoline-1. De plus, la voie TGFPR/Smad régule la transcription de
nombreux genes tels que le gene PAI-1 (Hua X, Genes Dev., 1998) dont l'expression est
inversement corrélée a celle de la cavéoline-1 dans les cellules de glioblastome U87-MG

(Chapitre //-1/).

Nous avons inhibé le récepteur TGFBRI par l'utilisation d"un inhibiteur spécifique, le SB-

431542 a la dose de 10uM durant 24 heures.
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Figure55. Implication de la voie TGFPR/Smad2 dans la régulation de I'expression de la
sous-unité intégrine a5 dans les cellules de glioblastome U87-MGshRNAav1. L'inhibition
de T'expression de la sous-unité intégrine a5 dans les cellules U87-MGsiRNAv1 est
réalisée par un traitement avec du SB-431542 (10uM) ou du DMSO (solvant) durant 24
heures. Les histogrammes représentent 1’analyse de I’expression des sous unités a5 et p1 et
de l'activation de Smad?2 par densitométrie (n = 4) + SEM avec * p<0,05; ** p<0,01 et ***
pour p<0,001.

192



Sous traitement, les cellules U87-MGshRNAav1 (dans lesquelles Smad2 est normalement
hyper-phosphorylé) ont montré une diminution significative de la phosphorylation de

Smad?2 (Figure55).

Le traitement des cellules U87-MGshRNAcy1 par le SB-431542 induit également une
diminution de l'expression de la sous-unité intégrine a5 alors que l'expression de
I'intégrine ne varie pas dans les cellules témoins. Une inhibition significative de

I'expression de la sous unité 1 est également induite par ce traitement dans les cellules

U87-MGshRNA_av1 (Figure55).

L’ensemble de ces résultats a mis en évidence l'implication de différentes voies de
signalisation dans la modulation de I'expression de I'intégrine a531 par la cavéoline-1 : les
voies ERK-MAPK, PI3K-AKt et TGFBR/Smad. Pour autant ces voies ne montrent pas une
régulation identique de I'expression de I'intégrine a531 puisque seul la voie TGFBR/Smad
régule les deux sous-unités intégrines a5 et 1 alors que les voies ERK-MAPK et PI3K-AKt
modulent uniquement l’expression de la sous-unité a5 de l'intégrine. Toutefois, une
tendance allant vers une diminution de I'expression de la sous-unité 31 a été observée lors

du traitement des cellules U87-MGshRNAav1 par le LY294002 ou le UO126.

Les voies de signalisation intra-cellulaires étant interconnectées, particulierement dans les
cellules de glioblastome ou les nombreuses voies de signalisation activées promeuvent la
tumorigenese, nous avons mené une analyse croisée de l’activation et de I'inhibition de ces

trois voies les unes par rapport aux autres.

I11-4/ Interconnections des voies ERK-MAPK, PI3K-AKt et
TGFBR/Smad

Afin de déterminer a quels points les voies de signalisations s’interconnectent les unes
avec les autres, nous avons procédé a l’analyse de chacune de ces voies apres avoir inhibé

une autre voie.
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Figure56. Les voies de signalisation PI3K-AKt, TGFBR/Smad2 et ERK-MAPK sont
interconnectées dans les cellules de glioblastome. L’analyse de l'activation de ERK, de
Smad?2 et de l'expression de TGFBRI est réalisée apres un traitement par le LY294002 (A) ;
I'analyse de l'activation de Smad2, d’AKt et de I'expression de TGFPRI est réalisée apres
un traitement par le UO126 (B) de méme que l'analyse de I'activation de ERK et d’AKt a
été évaluée apreés un traitement par le SB-431542 (C) dans les cellules U87-MGsiRNA cav1.
Les histogrammes représentent la moyenne de plusieurs expériences (n = 3-7) et
correspondent a I'analyse par densitométrie + SEM avec * p<0,05; ** p<0,01 et *** pour
p<0,001 ; ns pour non significatif.
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I11-4-1/ La voie ERK-MAPK active Smad2 et AKt
L’étude de l'activation des voies PI3K-AKt et TGFPR/Smad a tout d’abord été réalisée

apres traitement des cellules U87-MGshRNAav1 par le UO126.

L’analyse de la phosphorylation de Smad2 apres 24 heures de traitement par le UO126 a
révélé une diminution de sa phosphorylation dans les cellules U87-MGshRNAyv1 a un
niveau comparable a celui des cellules controles dans lesquelles I'activation de Smad2
n’est pas modulée (Figure56A). De méme, la phosphorylation de la protéine AKt diminue
lors du traitement par le UO126 dans les cellules U87-MGshRNAav1 en le ramenant au
méme taux d’activation que les cellules témoins, dans lesquelles I'activation d’AKt n’est
pas modulé (Figure56A). En outre, 'expression du récepteur TGFBRI n’est modulée par le

traitement avec le UO126 ni dans les cellules U87-MGshRIN Acav1 ni dans leurs controles.

L’ensemble de ces résultats met en évidence une régulation de 'activation des protéines
Smad?2 et AKt par la voie ERK-MAPK. Ces protéines semblent donc étre situées en aval de
la signalisation ERK-MAPK.

I11-4-2/ La voie PI3K-AKt active Smad2
‘étude de l'activation des voies ERK-MAPK et TGFBR/Smad a été menée apres
traitement des cellules U87-MGshRNAcav1 par le LY294002. Les résultats obtenus ont pu
mis en évidence une diminution de la phosphorylation de Smad?2 dans les cellules U87-
MGshRNAcv1 comparable au niveau d’activation de Smad2 des cellules témoins dans
lesquelles la phosphorylation de Smad2 n’est pas modulée par le LY294002 (Figure56A).
En revanche, l'activation de la protéine ERK, comme 1'expression du récepteur TGFPBRI ne

sont pas modulées par le traitement avec le LY294002 (Figure56A).

Ces résultats révelent différents aspects de la cascade de signalisation menant a la
régulation de 'expression de la sous-unité intégrine a5. Tout d’abord, la protéine ERK
régule AKt mais cette relation n’est pas réciproque puisque l'inhibition de la
phosphorylation de la protéine AKt ne conduit pas a une inhibition de la phosphorylation
de la protéine ERK. Ensuite, puisque l'inhibition de la phosphorylation d’AKt induit une

diminution de celle de Smad2, Smad? se situerait en aval de la signalisation d”AKt.
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Figure57. L'inhibition de I'expression de la cavéoline-1 dans les cellules U373 induit une
hyper-phosphorylation de Smad2. L’analyse de l'expression des protéines a été réalisée
pas WB. Les histogrammes représentent I'analyse par densitométrie de I'expression des
sous-unités intégrines a5 et 1 ainsi que la cavéoline-1, le TGFPRI et Smad2 sur une
moyenne de 2 a 3 expériences indépendantes + SEM avec * quand p < a 0,05.
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IT1-4-3/ La voie TGFPR/Smad active AKt

Les résultats obtenus ont montré une régulation de I'activation de Smad2 par les voies
ERK-MAPK et de la voie PI3K-AKt. Afin de pouvoir déterminer 1'implication de la voie
TGFPR/Smad dans l'activation des voies ERK-MAPK et PI3K-AKt, nous avons inhibé la
voie TGFBR/Smad par un traitement avec le SB-431542 durant 24 heures. L'inhibition du
récepteur TGFBRI par le SB-431542 a conduit a I'inhibition de la phosphorylation d’AKt au
méme titre que Smad2 dans les cellules U87-MGshRNAcyvi. La diminution de la
phosphorylation de la protéine AKt dans ces cellules raméne AKt-p a un niveau

comparable a celui des cellules controles (Figure56C). En revanche, l'activation de la

protéine ERK n’est pas affectée par ce traitement.

Ces résultats indiquent que la voie PIBK-AKt est placée en aval de la signalisation

TGFBR/Smad.

IT1-4-4/ La voie TGFPR/Smad régule ’expression de l'intégrine
a5pB1 dans les cellules U373

Etant donné le role joué par les voies de signalisation TGFPRI/Smad2, ERK-MAPK et
PI3K-AKt dans la régulation de I'expression de la sous-unité intégrine ab, nous avons
souhaité savoir si ces voies et ces protéines de signalisation étaient également modulées
dans d’autres cellules de glioblastome. L’analyse de I’activation des protéines Smad2, ERK
et AKt ainsi que de I'expression du récepteur TGFPRI a donc été poursuivie dans d’autres

cellules de glioblastome dans lesquelles I'expression de la cavéoline-1 avait été inhibée,

U373shRNAcavi, LN-18shRNAcav1 et LN-229shRNAcav1.

L’analyse des résultats n’a pas mis en évidence de modulation de la phosphorylation de
ERK ou d’AKt dans nos différents modeles (Figure57B). En revanche, une hyper-
phosphorylation de Smad?2 a été révélée dans les cellules U373shRNAcav1 par rapport aux
témoins U373shRN A1 alors que 1'expression de TGFPRI n’était pas modulée (Figure57A).
Bien que I'analyse statistique permette difficilement de conclure, nous avons constaté que
la phosphorylation de Smad2 a tendance a augmenter (2 expériences indépendantes
réalisées) dans les cellules LN-18shRNAcv1 et LN-229shRNAcav1 par rapport a leurs

témoins respectifs (Figure57B).
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Figure58. Corrélation inverse entre I'expression de la cavéoline-1 et du TGFPRI et la
phosphorylation de Smad?2 dans les lignées de glioblastome. L’expression de la cavéoline-
1, de TGFBRI et de Smad2-p a été analysée par WB sur les lignées LN18, U373, LNT229,
U87-MG et LN319. La droite de régression linéaire a été réalisée a partir d’expériences
indépendantes (n = 3). Plus R2 proche de 1, plus la corrélation est forte avec * p < a 0,05.
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De plus, dans les cellules U373shRNAu1 traitées par du SB-431542, nous avons mis en

évidence une inhibition de I'expression des sous-unités intégrines a5 et 1.

Ces résultats indiquent que la voie TGFPR/Smad est capable de réguler I'expression de
I'intégrine a5p1 dans d’autres modéles de cellules de glioblastome et pas uniquement

dans les cellules U87-MG.

II1-4-5/ La cavéoline-1, I'intégrine a5p1 et le récepteur TGFBRI
sont trois protéines interconnectées dans les glioblastomes

Les résultats obtenus au laboratoire avaient déja mis en évidence une corrélation inverse
entre le taux d’expression de la cavéoline-1 et celle de I'intégrine a5p1 dans différentes
lignées humaines de glioblastome. De plus, I'expression de la cavéoline-1 est également
inversement corrélée a celle du récepteur TGFPRI et a la phosphorylation de Smad2 (p-
Smad2) dans la lignée de glioblastome U87-MG. L’hypothese selon laquelle cette

corrélation pourrait s’appliquer a d’autres lignées humaines de glioblastome a été vérifiée.

Nous avons donc analysé I'expression des protéines cavéoline-1, TGFPRI et p-Smad2 dans

cinqg lignées de glioblastome : LN-18, U373, LNT-229, U87-MG et LN319.

Bien que la corrélation inverse entre 1'expression de la cavéoline-1 et celle du récepteur
TGEFBRI ne soit pas significative (p=010), une tendance a été dégagée avec une expression
inversement corrélée entre ces deux protéines (Figure58) mais également entre la

cavéoline-1 et p-Smad2 (p=0,07) (Figure58).

Ces résultats confirment les données obtenues avec les cellules de glioblastomes U87-MG
dans lesquelles l'expression de la cavéoline-1 avait été modulée. En effet, la corrélation
inverse existant entre 1'expression de la cavéoline-1 et celle du récepteur TGFPRI (comme

p-Smad2) semble étre valable dans différentes cellules de glioblastome.
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Conclusions :

Les résultats obtenus au cours de cette étude ont mis en évidence:

4+ Une corrélation inverse entre l'expression de la cavéoline-1 et celle du récepteur
TGFPBRI ainsi qu’entre I'expression de la cavéoline-1 et l'activation des protéines

Smad2, ERK et AKt

4+ L’implication de plusieurs voies de signalisation (TGFBRI/Smad2, ERK-MAPK et
PI3K-AKt) dans la régulation de I'expression de la sous-unité intégrine a5 dans les

cellules de glioblastome U87-MGshRNAcav1

4+ Une interconnection de ces voies de signalisation (au niveau Smad2) dessinant alors
une voie de régulation dépendante de TGFPRI (TGFPBRI - PI3K-AKt - Smad?2 - ab)
et une voie indépendante de TGFPRI (ERK-MAPK - AKt - Smad?2 - a5).
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Figure59. Corrélation inverse entre la sécrétion du TGF-P1 et 'expression de la cavéoline-
1. La mesure du TGF-[31 sécrété par les cellules de glioblastome a été réalisée par un test
ELISA. Les valeurs de D.O sont rapportées a la concentration protéique. Les histogrammes
représentent la moyenne de plusieurs expériences (n = 4) et correspondent a 1’analyse par
densitométrie + SEM avec * p<0,05 ; ** p<0,01 et *** pour p<0,001.
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ITI-5/ Une boucle de TGF-p1 contrdle I’expression de 1'intégrine a531

ITI-5-1/ Sécrétion du TGF-f1 par les cellules de glioblastome
Les travaux de Piek et ses collaborateurs avaient déja identifié un grand nombre de lignées
de glioblastome capables de sécréter du TGF-p1 et du TGF-$2 (Piek E, Int. . Cancer, 1999 ;
Olofsson A, J. Biol. Chem., 1992 ; Constam DB, |. Immunol., 1992). La lignée U87-MG
sécrete également du TGF-f1 a de faibles concentrations (de l'ordre de 150 pg/ml)
(Hjelmeland MD, Mol. Cancer Ther., 2004). Par ailleurs, I"équipe de Bruna avait également
mis en évidence des taux élevés de TGF-f dans des échantillons de biopsies de patients

atteints de glioblastome (Bruna A, Cancer Cell, 2007)

Compte tenu de lactivation de la voie TGFPR/Smad2 dans les cellules US87-
MGshRNAav1, nous avons voulu savoir si ces cellules étaient capables de sécréter du TGF-
Pl. L'analyse de la sécrétion de TGF-1 par les cellules U87-MGshRNA- .1 et les cellules
U87-MGpEGFPcav1 a été réalisée par ELISA. La mesure de la concentration de TGF-p1
sécrétée est effectuée apres 24 et 72 heures de sécrétion. Les cellules sont placées dans un
milieu EMEM déprivé en sérum (car ce dernier contient du TGF-f31) puis le surnageant est

activé (voir Matériels et Méthodes) et dosé.

L’analyse des résultats a révélé une forte sécrétion de TGF-p1 par les cellules U87-
MGshRNAcyv1 par rapport a leurs contrdles (Figure59). En effet, les cellules U87-
MGshRNAyv1 sécretent environ Ing/ml au bout de 24 heures et 3ng/ml aprés 72 heures
alors que les cellules témoins, a 72 heures, ont une sécrétion 3 fois plus faible. En revanche,
les cellules U87-MGpEGFPav1 sécretent peu de TGF-f1 dans le milieu extracellulaire
(Figure59). Apres 72 heures, le taux de TGF-p1 sécrété est de 0,5ng/ml environ dans ces

cellules soit 2 fois moins que dans les cellules témoins.

Ces résultats mettent en évidence une corrélation inverse entre l'expression de la
cavéoline-1 et le taux de sécrétion de TGF-1 dans les cellules de glioblastomes sur-

exprimant (U87-MGpEGFPcav1) et sous-exprimant (U87-MGshRNAav1) la cavéoline-1.
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Figure60. L'expression de la sous-unité intégrine a5 est induite par le TGF-f1 dans les
cellules U87-MGshRNAcav1. Les cellules U87-MGshRNA1 et U87-MGshRNAyv1 ont été
traitées par des doses croissantes de TGF-f1 (0,1; 0,5; 1; 2 et 5ng/ml). L’histogramme

représente l'analyse par densitométrie réalisée a partir de la moyenne de plusieurs
expériences indépendantes (n = 2-5) + SEM avec * p<0,05.

Figure6l. Le TGF-P1, mais pas I'activine, induit I’expression de la sous-unité intégrine a5
dans les cellules U87-MGshRNAcav1. Les cellules U87-MGshRNAav1 ont été traitées par
différentes doses de TGF-f1 et d’activine (1 et 2ng/ml) durant 24 heures. Les
histogrammes représentent les analyses, par densitométrie, réalisées a partir de la
moyenne de plusieurs expériences indépendantes (n = 2-5) + SEM avec * p<0,05; **
p<0,01 et *** p<0,001.
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IT1-5-2/ Le TGF-f1 induit I’expression de 1'intégrine a5§1
Les résultats obtenus ont révélé une sécrétion de TGF-P1 par les cellules de glioblastome
U87-MGshRNA..v1 et une activation de la voie TGFBR/Smad qui régule I'expression de la
sous-unité intégrine a5 dans ces cellules. L’ensemble de ces données nous a amené a
formuler 1'hypothése selon laquelle le TGF-p1, en activant, la voie TGFPR/Smad,
régulerait I'expression de la sous-unité intégrine ab. Afin de déterminer 'implication du
TGF-B1 dans I'induction de I'expression de la sous-unité intégrine a5, nous avons traité,
durant 24 heures, des cellules U87-MGshRNAv1 et U87-MGshRNA 1 avec différentes
concentrations de TGF-1 allant de 1ng/ml (quantité de TGF-P1 retrouvée apres 24 heures
de sécrétion) a 5Sng/ml. L'analyse de l'expression de la sous-unité intégrine a5 a ensuite

été réalisée par WB.

L’analyse de I'expression de la sous-unité intégrine a5 apres traitement par le TGF-p1 a
mis en évidence une induction significative de I'expression de I'intégrine dans les cellules
U87-MGshRNAav1 traitées par Ing/ml de TGF-p1 par rapport aux mémes cellules non
traitées (1,58 £ 0,17 fois d’augmentation) ou par rapport aux cellules controles (2,59 + 0,37
fois d’augmentation) (Figure60). L'expression de l'intégrine est également induite a 2 et
5ng/ml de TGF-f1 dans ces cellules (1,46 + 0,13 et 1,3 + 0,08 fois augmentée par rapport
aux cellules U87-MGshRNAayv1 non traitées) alors que son expression n’est pas modulée
dans les cellules controles, quelle que soit la concentration de TGF-f1. L'induction de
I'expression de la sous-unité intégrine a5 dans les cellules U87-MGshRNAav1 par le TGF-

B1 n’est toutefois pas modulée entre 1 et 5 ng/ml indiquant qu’on atteint un plateau.

Nous avons ensuite voulu comparer les effets du TGF-f1 a 1 et 2ng/ml par rapport a
I'activine en utilisant le SB-431542 qui est capable d’inhiber d’autres récepteurs de la

famille TGFPR tels que le récepteur ALK-4 (activin receptor-like kinase).

Nos résultats mettent en évidence une sur-expression de I'intégrine de I'ordre de deux fois
dans les cellules U87-MGshRNA1 (Figure6l). A la dose de 2ng/ml, une diminution

significative de I'expression de la cavéoline-1 est observée.
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En revanche, aucune modulation de l'expression de la sous-unité intégrine a5 dans les

cellules U87-MGshRNAyv1 n'a pu étre observée avec I'activine a 1 ou 2 ng/ml.

Conclusions:

Les résultats obtenus au cours de cette étude ont montré:

+ Une sécrétion accrue de TGF-P1 par les cellules de glioblastome les plus agressives,

leS U87'MGShRNAcav]_
+ La régulation de I'expression de la sous-unité intégrine a5 par le TGF-p1

4+ Une corrélation inverse entre l'expression de la cavéoline-1 et le taux de TGF-p1

sécrété par les cellules de glioblastome
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Figure62. L’expression de la protéine PAI-1 est inversement corrélée a celle de la
cavéoline-1 sécrétée. Les protéines PAI-1 et cavéoline-1 ont été détectées par WB dans les
surnageants des cellules U87-MGshRNA av1, U87-MGsiRNA 1, U87-MGpEGFPcav1 et U87-
MGpEGFP.u1 a 24 et 48 heures. Les histogrammes représentent I’analyse par densitométrie
de différentes expériences indépendantes (n = 4-7) + SEM avec * p<0,05 et *** p<0,001.
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ITI-6/ Régulation de 1’expression de PAI-1 par la cavéoline-1

ITI-6-1/ L’expression de PAI-1 est inversement corrélée a celle de
la cavéoline-1

PAI-1 (Plasminogen Activator Inhibitor 1) est le principal inhibiteur des activateurs du
plasminogene tPA (Tissu Plasminogen Activator) et uPA (urokinase). Dans les gliomes, une
forte expression de PAI-1 est associée a un facteur de mauvais pronostic (Muracciole X,
Int. J. Radiat. Oncol. Biol. Phys., 2002). De plus, sa localisation a la périphérie invasive de
la tumeur en fait un excellent candidat pour I'étude de I'invasion tumorale (Sandstrom M,
Int. J. Dev. Neurosci., 1999). PAI-1 est une protéine sécrétée par les cellules cancéreuses
dont I'expression est régulée via la voie de signalisation TGFRP/Smad. Compte tenu des
résultats obtenus sur la régulation de l'intégrine par la cavéoline-1 et par le TGF-$1, nous
avons également souhaité déterminer comment la cavéoline-1 régulait 1'expression de
PAI-1 dans les cellules de glioblastome. L'étude de son expression par les cellules U87-
MGsh/siRNAcv1 et U87-MGsiRNAw et par les cellules U87-MGpEGFPcav1 et U87-

MGpEGFP.u1 a donc été réalisée dans les surnageants cellulaires de ces différents modeles.

Nos résultats avaient déja montré une corrélation inverse entre I'expression de PAI-1 et
celle de la cavéoline-1 dans les cellules U87-MGsiRNAcav1 par rapport a leurs controles.
Dans les cellules U87-MGshRNAcayv1, I'inhibition de la cavéoline-1 a également induit la
sur-expression de PAI-1 (3,35 + 0,24 fois augmentée) par rapport aux cellules controles
apres une sécrétion de 24h (Figure62AB). Des résultats similaires ont été retrouvés apres
48h de sécrétion. Au contraire, la sur-expression de la cavéoline-1 dans les cellules U87-
MGpEGFPcav1 a induit une diminution significative de I'expression de PAI-1 (0,52 £ 0,09
fois augmentée) comparativement aux cellules controles apres 24h de sécrétion
(Figure62AB). De méme, I'expression de PAI-1 est diminuée dans ces cellules apres 48h de
sécrétion (0,35 + 0,09 fois) par rapport a leurs controles. L’analyse de I'expression de PAI-1
au niveau de son ARN avait donné le méme type de résultat avec une corrélation inverse

entre 'expression de la cavéoline-1 et celle de PAI-1 (Figure38).
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Les résultats obtenus au cours de ces analyses montrent pour la premiere fois, une

régulation de 1'expression de PAI-1 par la cavéoline-1.

Par ailleurs, différentes études avaient mis en évidence que la cavéoline-1 était également

une protéine sécrétée (Tahir SA, Cancer Res., 2001).

L’étude de la sécrétion de la cavéoline-1 a donc également été réalisée sur des surnageants
cellulaires a 24h et 48h de sécrétion. L’analyse de ces surnageants a révélé la présence de la
cavéoline-1 endogene et de la cavéoline-1-GFP dans les cellules U87-MGpEGFPcav1
(Figure62CD).

L’analyse des résultats met en évidence une sécrétion de la cavéoline-1 significativement
plus importante dans les cellules U87-MGpEGFPcyv1 par rapport aux cellules U87-
MGpPEGFPcu1. La sécrétion de cavéoline-1 par les cellules la sous-exprimant diminue a 24
et 48 heures de maniere significative par rapport a leurs contrdles (Figure62CD). La
corrélation inverse mise en évidence entre 1'expression de PAI-1 et l'expression de la
cavéoline-1 est donc valable pour la cavéoline-1 sécrétée comme pour la cavéoline-1 intra-

cellulaire.

Les résultats obtenus sur la modulation de PAI-1 par la cavéoline-1 nous ont conduits a
évaluer le role joué par les voies de signalisation TGFBR/Smad, ERK-MAPK et PI3K-AKt

dans la régulation de I'expression de PAI-1.

IT1-6-2/ Les voies ERK-MAPK et TGFBR/Smad2 contrélent
I'expression de PAI-1 dans les cellules de glioblastome

De nombreuses études ont mis en évidence la régulation de I'expression de PAI-1 par la
voie TGFBR/Smad (Piek E, Int. |. Cancer, 1999 ; Samarakoon R, Thromb Haemost., 2008 ;
Kutz SM, Exp. Cell Res., 2008). Nous avons donc procédé a 1'étude de I'implication de
cette voie dans l'expression de PAI-1 dans les cellules de glioblastome. La voie ERK-
MAPK a aussi été étudiée compte tenu de son activation dans les cellules de glioblastome
mais aussi parce qu’elle est impliquée dans la régulation de l'expression de l'intégrine

a5P1 dans ces cellules.
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Figure63. Modulation de I'expression de PAI-1 par les voies TGFBRI/Smad2, ERK-MAPK
et PI3BK-AKt. PAI-1 est détectée dans le surnageant des cellules U87-MGshRNAav1 et U87-
MGshRNAw1 apres un traitement par 10uM de SB-431542, de LY294002 ou de UO126
durant 24 (A) ou 48 (B) heures (n = 1). L’analyse de I'expression de ' ARNm de PAI-1 a été
réalisée par RT-PCR quantitative (C) et I'histogramme représente 'analyse de différentes
expériences indépendantes (n = 3) + SEM avec * p<0,05.
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De plus, Hamaguchi et son équipe ont montré I'implication de la voie ERK-MAPK dans la
régulation de I'expression de PAI-1 induite par le TNF-a dans les cellules endothéliales
HUVEC (Hamaguchi E, |. Pharmacol. Exp. Ther., 2003). L’étude de I'implication des voies
ERK-MAPK et TGFRB/Smad a été réalisée en utilisant des inhibiteurs de MEK1 et du
récepteur TGFBRI, le UO126 et le SB-431542 respectivement. L’analyse de 1'expression de
PAI-1 a été réalisée par RT-PCR quantitative au terme d’'un traitement de 24 heures avec

les différents inhibiteurs.

Les résultats ont mis en évidence le role de la voie TGFPR/Smad dans la régulation de
I'expression de PAI-1 par la cavéoline-1 mais aussi de la voie ERK-MAPK (Figure63).
L’analyse de la sécrétion de PAI-1, au niveau protéique, ne semble révéler une diminution
de son expression qu’apres bout de 72 heures de traitement par le SB-431542 (n=1)
(Figure63). En revanche, l'inhibition de la sécrétion de PAI-1 par le UO126 semble étre
obtenue des 24 heures de traitement (n=1). Cependant, ces résultats sont a prendre avec
précaution puisqu’ils ne représentent qu'une expérience. Toutefois, au niveau des
transcrits, une inhibition significative de l'expression de PAI-1 est observée dans les
cellules U87-MGshRN Acav1 par rapport aux cellules U87-MGshRNAav1 non traitées (0,2 +
0,009 et 1 + 0 respectivement) apres un traitement de 24 heures par le SB-431542
(Figure63C). L’inhibition de l'expression de PAI-1 par le UO126, bien que moins
importante, est observée dans les cellules U87-MGshRNAav1 par rapport aux cellules U87-
MGshRNAav1 non traitées (0,4 = 0,02 et 1 £ 0 respectivement) (Figure63C).

III-6-3/ La voie PI3K-AKt inhibe I’expression de PAI-1
A l'inverse des voies ERK-MAPK et TGFPRI/Smad connues pour réguler positivement
I'expression de PAI-1, la voie PIBK-AKt agirait comme un régulateur négatif de
I'expression et de la sécrétion de cette protéine (Whiley BR, Gyn. Oncol., 2007). Comme
pour les voies de signalisation ERK-MAPK et TGFRp/Smad, I'étude de I'implication de la
voie PI3K-AKt dans la régulation de I'expression de PAI-1 par la cavéoline-1 a été réalisée

en utilisant un inhibiteur de la PI3K, le LY294002.

Contrairement aux autres inhibiteurs, le LY294002 induit une augmentation significative

de I'expression de PAI-1 dans les cellules U87-MGshRNA_av1 (Figure63).
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Au niveau protéique, une augmentation de la sécrétion de PAI-1 est observée apres 24
heures dans ces cellules mais elle est moins claire a 72 heures de traitement (n=1)
(Figure63A). Au niveau des transcrits, le LY24002 provoque une augmentation de
I'expression de PAI-1 dans les cellules U87-MGshRNAav1 par rapport aux cellules U87-
MGshRNA av1 non traitées (2,2 £ 0,13 et 1 £ 0 respectivement).

La voie PI3K-AKt excercerait un controle négatif sur l'expression de PAI-1 dans les

cellules de glioblastome U87-MGshRNA av1.

Conclusions:

Les résultats obtenus au cours de cette étude ont mis en évidence:

4+ Une corrélation inverse entre I'expression de la cavéoline-1 et I'expression de PAI-1

(autant au niveau de la cavéoline-1 sécrétée que de la cavéoline-1 intra-cellulaire)

4+ La régulation de l'expression de PAI-1 par la voie TGFPR/Smad et ERK-MAPK et
son inhibition par la voie PI3K-AKt

4+ La différence de régulation de l'expression de la sous-unité intégrine a5 et de celle

de la protéine PAI-1 par la cavéoline-1
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Figure64. Le TMZ affecte moins la clonogénicité des cellules de glioblastome sous-
exprimant l'intégrine a5p1. La clonogénicité des cellules U87-MG shRNA-avi, ShARNActi,
PEGFPcav1 et pEGFPcti est évaluée avec différentes doses de TMZ (100, 200 et 300uM) et de
solvant (Ethanol/Eau). Les histogrammes représentent la moyenne de différentes
expériences indépendantes (n = 7-9) £ SEM et correspond a la fraction des cellules ayant
survécu (fraction survivante). Avec * pour p<0,05.
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1V/ Chimiorésistance des cellules de ¢lioblastome au témozolomide
(TMZ)

IV-1/ Effet du TMZ sur la clonogénicité des cellules de glioblastomes
La résistance des cellules tumorales au traitement est également un critére permettant
d’évaluer l'agressivité tumorale. Le traitement de premiere intention des glioblastomes
étant le TMZ, nous avons souhaité évaluer la chiomiosensibilité au TMZ des cellules U87-
MGshRNAcv1 et les cellules U87-MGpEGFPcavi. L'évaluation de la clonogénicité des
cellules a été réalisée en les traitant avec des doses croissantes de TMZ (100, 200 et 300uM)

durant 72 heures ; la croissance des colonies est favorisée durant 7 jours par un milieu

riche (EMEM + 10% SVF).

L’analyse de la clonogénicité des cellules sur-exprimant la cavéoline-1 (U87-MGpEGFPcav1)
a mis en évidence une chimiosensibilité de ces cellules par rapport a leurs controles
(Figure64A). En effet, les cellules U87-MGpEGFPc.y1 forment moins de clones que les
cellules témoins en présence de TMZ avec une inhibition significative de leur
clonogénicité (0,21 + 0,05 et 0,46 + 0,01 fois respectivement) a la dose de 300pM. Au
contraire, les cellules U87-MGshRNAvi ont montré une chimiorésistance au traitement
par le TMZ par rapport a leur controles (Figure64B). A la dose de 300uM, la clonogénicité
des cellules controles U87-MGshRNA1 diminue par rapport aux cellules U87-
MGshRNAav1 (0,11 £ 0,03 et 0,34 + 0,10 fois respectivement).

L’analyse des résultats a révélé une chimiorésistance des cellules U87-MGsiRNAcav1 au
TMZ. Les cellules U87-MGsiRNAv1 sont par conséquent les cellules les plus agressives

mais aussi les plus résistantes aux traitements conventionnels.

IV-2/ Effet de l'ellipticine sur la clonogénicité des cellules de
glioblastome
La résistance des cellules U87-MGshRNAav1 et des cellules U87-MGpEGFPcav1 a un autre

agent cytotoxique, I'ellipticine, a également été déterminée. L’ellipticine est un intercalant
de I'ADN et un inhibiteur de la topoisomérase II dont la toxicité évaluée in vivo s’est
avérée trop importante. Nous avons testé la chimiosensibilité des cellules a 1’ellipticine

(que nous avons ici utilisée comme un simple agent cytotoxique).
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Figure65. L'ellipticine affecte moins la clonogénicité des cellules de glioblastome sous-
exprimant I'intégrine aSpl. La clonogénicité des cellules U87-MG shRNAavi, ShRNActi,
PEGFPcav1 et pEGFPcti est évaluée avec différentes doses d’ellipticine (0,2; 0,4; 0,5; 0,6;
075; 0,8; 1; 1,5 et 2uM) et de solvant (DMSO). Les histogrammes représentent la
moyenne de différentes expériences indépendantes (n = 6) + SEM et correspond a la
fraction des cellules ayant survécu (fraction survivante). Avec * pour p<0,05.
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La clonogénicité des cellules a tout d’abord été évaluée sur les cellules U87-MGpEGFPcav1
(les plus chimiosensibles) avec différentes doses d’ellipticine (0,5; 0,75;1; 1,5 et 2uM). Les
résultats obtenus ont révélé une forte toxicité de l'ellipticine avec une absence de colonies
pour les doses les plus fortes (1,5 et 2uM). L'inhibition significative de la clonogénicité est
réalisée de maniére dose dépendante pour les cellules US87-MGpEGFPcav1 et les cellules
témoins U87-MGpEGFPcu1 (0,37 + 0,09 et 0,71 £ 0,08 respectivement a 0,5uM et 0,20 + 0,065
et 0,37 £ 0,06 respectivement a 0,75uM) (Figure65A). Comme dans le cas du traitement par
le TMZ, les cellules U87-MGpEGFPcav1 ont montré une plus forte sensibilité a l'ellipticine
par rapport a leurs témoins avec une diminution significative de leur clonogénicité

(Figure65A).

‘étude de la sensibilité des cellules U87-MGshRNAcav1 a l'ellipticine a été réalisée dans
une gamme différente compte tenu de la toxicité de I'ellipticine (0,2; 0,4 ; 0,6 ; 0,8 et 1uM).
Les résultats obtenus rejoignent les données obtenus au cours de l'étude de la
clonogénicité des cellules de glioblastome en présence de TMZ. En effet, les cellules U87-
MGshRNAcv1 qui avaient déja montré une chimiorésistance au TMZ sont également plus
résistantes a l'ellipticine par rapport a leurs controles (Figure65B). L’inhibition de la
clonogénicité des cellules U87-MGshRNAcv1 et U87-MGshRNAu1 est également dose
dépendante (0,73 £ 0,0047 et 0,38 + 0,05 respectivement a 0,4uM et 0,58 + 0,008 et 0,28 *
0,05 respectivement a 0,6uM et 0,40 £ 0,05 et 0,24 + 0,04 respectivement a 0,8uM)
(Figure65B).

IV-3/ L’intégrine a5p1 et le récepteur TGEPRI en tant que cible
thérapeutique
Les résultats obtenus au cours de cette étude ont mis en évidence que l'intégrine a5f31 était
le médiateur de l'agressivité des cellules de glioblastome. De plus, la voie TGFR/Smad
joue un role central dans la régulation de l'expression de cette intégrine dans ces cellules.
Nous avons donc souhaité tester le potentiel thérapeutique des antagonistes de 1'intégrine

abpl et d’'un inhibiteur de I’activité du récepteur TGFPRI.
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Figure66. Le S]749 affecte beaucoup plus la clonogénicité et la trans-migration a travers la
FN des cellules de glioblastome sur-exprimant l'intégrine a5pB1. Les histogrammes
représentent la moyenne de différentes expériences indépendantes (n = 3-5) £+ SEM et
correspondent (A) a la fraction des cellules ayant survécu (fraction survivante) ou (B) aux
cellules ayant trans-migré. Avec * p<0,05 ; ** p<0,01 et *** p<0,001.
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IV-3-1/ Inhibition de la clonogénicité et de la trans-migration
des cellules de glioblastome par le SJ749

Le SJ749 est le premier antagoniste spécifique de l'intégrine a5p1 ayant été décrit. Nous
avons donc testé la capacité de cette molécule a inhiber la clonogénicité et la trans-

migration des cellules de glioblastome.

L’analyse de la clonogénicité des cellules U87-MGsiRNAcav1 et U87-MGpEGFPcav1 a révélé
que le SJ749 induisait une diminution dose dépendante de la clonogénicité de ces cellules
(Figure66A). Toutefois, la clonogénicité des cellules U87-MGsiRNAav1 est beaucoup plus
affectée que son témoin (45 + 7% et 75 + 7% respectivement a 10uM; 80 + 6% et 96 + 3% a
30uM), U87-MGshRNA. 1, mais aussi que les cellules U87-MGpEGFPcav1 (Figure66A). La
clonogénicité de ces derniéres diminue de 37 +13% a 10uM (versus 39 * 11% pour les U87-
MGpPEGFP.4) et de 78 + 9% a 30uM (versus 93 + 1% pour les U87-MGpEGFP.1). L’analyse
de la trans-migration cellulaire montre le méme profil de résultats car la capacité a trans-
migrer des cellules de glioblastome est affectée par le SJ749 (a 10uM) et les cellules U87-
MGsiRNAcav1 sont les plus affectées (Figure66B).

Ces résultats indiquent que les cellules de glioblastome sur-exprimant l'intégrine a5p1, les
cellules U87-MGsiRNAav1, qui sont les plus agressives, sont les plus sensibles au SJ749 qui

affecte leur capacité clonogénique et leur migration.

IV-3-2/ Inhibition de la clonogénicité des cellules de
glioblastome par un nouvel antagoniste de 1'intégrine a5p1, le K34c
Grace a une collaboration avec D. Bonnet (UMR7200 CNRS, Strasbourg) qui a synthétisé la
molécule, nous avons pu tester I'effet d'un nouvel antagoniste de I'intégrine a5f1, le K34c,
sur la clonogénicité des cellules U87-MGshRNA 1. Cette expérience a été réalisée avec

deux doses de K34c (10 et 30uM).

Les résultats ont révélé une inhibition significative et dose dépendante de la clonogénicité
des cellules U87-MGshRNAcav1. La clonogénicité des cellules U87-MGshRNAav1 était de
de 0,82 £ 0,07 fois a 10uM (versus 1,2 £ 0,14 pour les U87-MGshRNA.) et a 30uM elle était
de 0,63 = 0,16 fois (versus 1,07 £ 0,12 pour les U87-MGshRNA.1) (Figure67A).
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Figure67. La clonogénicité des cellules de glioblastome sous-exprimant la cavéoline-1 est
affectée par le K34c, antagoniste sélectif de l'intégrine a5B1 et par un inhibiteur de
TGEFPBRI, le SB-431542. La clonogénicité des cellules est évaluée avec différentes doses (A)
de K34c (10 et 30uM), (B) de SB-431542 et de solvant (DMSO). Les histogrammes
représentent la moyenne de différentes expériences indépendantes (n = 5-8) + SEM et
correspondent a la fraction des cellules ayant survécu (fraction survivante). Avec * p<0,05;
** p<0,01 et *** p<0,001.

Figure68. La clonogénicité des cellules de glioblastome sous-exprimant la cavéoline-1 est
affectée par le co-traitement par K34c et SB-431542. La clonogénicité des cellules est
évaluée avec une dose de 10uM pour le K34c et de 5uM pour le SB-431542 et de solvant
(DMSO). L'histogramme représente la moyenne de différentes expériences indépendantes
(n = 5-8) + SEM et correspond la fraction des cellules ayant survécu (fraction survivante).
Avec * p<0,05 ; ** p<0,01 et *** p<0,001.
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Ces résultats confirment ceux obtenus avec le S5J749 puisque nous avons montré que les
cellules sur-exprimant l'intégrine a5p1, U87-MGshRNA.av1, sont aussi les plus sensibles a

un antagoniste de cette intégrine.

IV-3-3/ Inhibition de la clonogénicité des cellules de
glioblastome par un inhibiteur du récepteur TGFpRI
Le SB-431542 est un inhibiteur des récepteurs du TGFP qui induit la diminution de
I'expression de lintégrine a5B1 dans les cellules U87-MGshRNA.yv1 ainsi qu’une
diminution de la phosphorylation de Smad?2 et d’AKt. L'étude des effets du SB-431542 sur
la clonogénicité des cellules U87-MGshRNAcav1 et de leurs controles U87-MGshRNAu1 a

été réalisée avec deux doses d’inhibiteur (5 et 10pM).

L’analyse des résultats a mis en évidence une inhibition dose dépendante de la
clonogénicité des cellules U87-MGshRNAcy1 (qui sur-expriment le récepteur TGFPRI)
(Figure67B). L'inhibition de la clonogénicité de ces cellules est d’environ 50% a la dose de
10uM de SB-431542 alors que la clonogénicité des cellules contrdles n’est pas diminuée de

maniere significative (quoiqu’une tendance a la baisse ait pu étre observée).

L’ensemble de ces résultats indiquent que les cellules de glioblastome U87-MGshRNA cav1
(les plus agressives et les plus résistantes au TMZ) sont les plus sensibles a I'inhibition de

I'activité du récepteur TGFPBRI.

IV-3-4/ Inhibition de la clonogénicité des cellules de
glioblastome par le co-traitement SB-431542 et K34c

Compte tenu des résultats obtenus avec l'inhibiteur de TGEFPRI et l'antagoniste de
I'intégrine a5p1, nous avons souhaité évaluer la clonogénicité des cellules en réponse au
co-traitement SB-431542 et K34c (a 5 et 10uM respectivement). Les cellules ont été traitées
simultanément par les deux agents durant 72 heures puis la reprise de croissance s’est

effectuée dans un milieu riche (EMEM + 10% SVF).

De maniere similaires aux résultats obtenus par l'usage de chacune des molécules
séparément, la clonogénicité des cellules témoins n’est pas affectée (1,05 + 0,07) par le co-

traitement SB-431542 et K34c a 5 et 10uM respectivement (Figure68).
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Au contraire, la clonogénicité des cellules U87-MGshRNAcv1 est diminuée par le co-

traitement SB-431542 et K34c (0,66 £ 0,09).

Néanmoins, bien que la clonogénicité des cellules U87-MGshRNA 1 diminue en réponse
au co-traitement, la diminution n’est pas significativement différente de celle observée
avec chacune des molécules utilisée séparément : nous n’avons donc pas observé d’effet
additif ou synergique des deux agents sur I'inhibition de la clonogénicité des cellules U87-

MGShRNAcaVl (Figure68) .

Conclusions:

Les résultats obtenus au cours de cette étude ont montré:

4+ Une chimiorésistance des cellules U87-MGsiRN Acav1 et U87-MGshRNAav1 (les plus

agressives) au TMZ ou a l'ellipticine
+ Une chimiosensibilité au TMZ et a l'ellipticine des cellules U87-MGpEGFPcav1

+ Pour autant les cellules de glioblastome sous-exprimant la cavéoline-1, les plus
résistantes, sont les plus affectées par un traitement au SJ749, au K34c (antagonistes

de I'intégrine a5P1) et au SB-431542 (inhibiteur de TGFPRI)

+ L’antagoniste K34c de l'intégrine a5p1 et I'inhibiteur de TGFBRI n’ont pas d’effet,
aux doses testées, sur la clonogénicité de cellules ne sur-exprimant pas l'intégrine

abpl et le récepteur TGFPBRI

+ Le co-traitement SB-431542 et K34c n'a pas d’effet additif sur l'inhibition de la
clonogénicité des cellules U87-MGshRNA cav1
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Figure69. Expression des sous-unités intégrines a5 et Pl et de la cavéoline-1 dans les
échantillons de biopsies humaines de patients atteints de gliome. A, Les histogrammes
représentent la moyenne de plusieurs expériences indépendantes (n = 3) £ SEM. Les
échantillons sont classés selon la classification de Daumas-Duport: OA pour
oligodendroglioma A (grade II), OB pour oligodendroglioma B (grade III) et GBM pour
glioblastome multiforme (grade IV). Ctrl pour controle. B, Analyse de Kaplan-Meier
indiquant que l'expression de la sous-unité intégrine a5 est corrélée a un facteur de
mauvais pronostic.
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V/ Analyse des biopsies de patients

V-1/ Corrélation entre 1’expression de la sous-unité intégrine a5 et la
survie des patients

Nous avons souhaité déterminer le taux d’expression des sous-unités intégrines ab et 1
au cours de la progression tumorale ainsi que celui de la cavéoline-1 et nous avons voulu
savoir si le taux d’expression de la sous-unité intégrine ab était corrélé a la survie globale
des patients. Les échantillons ont été classés selon la classification de Daumas-Duport : OA
pour oligodendrogliome A (grade II selon la classification de 1'OMS), OB pour
oligodendroglioma B (grade III) et GBM pour glioblastome multiforme (grade IV)
(Figure69A).

L’analyse des résultats a révélé une augmentation croissante de 1’expression de la sous-
unité intégrine a5 avec la progression tumorale (Figure69A). Ainsi, la plus forte
expression de la sous-unité intégrine ab est retrouvée dans les glioblastomes (environ 3
fois plus exprimée par rapport aux contrdles). Au contraire, I'expression de la sous-unité
intégrine p1 n"augmente pas lors de la progression tumorale puisque son expression dans
les GBM est moins importante que dans les oligodendrogliomes B. Néanmoins, son
expression est plus importante dans les échantillons issus des patients par rapport aux
controles. L’expression de la cavéoline-1 est globalement forte dans l'ensemble des
échantillons de patients (OA, OB et GBM) et, comme pour la sous-unité intégrine a5, son

expression augmente lors de la progression tumorale (Figure69A).

L’étude de Kaplan-Meier réalisée sur la corrélation entre la survie des patients et le taux
d’expression de la la sous-unité intégrine a5 a pu mettre en évidence deux groupes de
patients (Figure69B). Les patients du premier groupe ont une faible survie globale avec
des taux élevés d’expression de la sous-unité intégrine ab alors que ceux du deuxiéme
groupe ont une bonne survie (a 5 ans) et des taux bas d’expression de la sous-unité
intégrine ab5. De plus, les glioblastomes sont majoritairement représentés au sein du
groupe 1 (en rouge), de mauvais pronostic alors que le groupe 2, de bon pronostic,

rassemble des patients atteints de gliomes de grade II et Il (Figure69B).
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Figure70. L’expression de PAI-1 est corrélée a un facteur de mauvais pronostic dans les
gliomes. Selon l'analyse par Kaplan-Meier, la courbe noire représente les patients
exprimant faiblement PAI-1 et la courbe rouge ceux qui sur-expriment la protéine.
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V-2/ Corrélation entre 1’expression de PAI-1 et la survie des patients
Dans les gliomes, une forte expression de PAI-1 étant associée a un facteur de mauvais
pronostic (Muracciole X, Int. . Radiat. Oncol. Biol. Phys., 2002), nous avons également
souhaité évaluer I'expression de PAI-1 dans I'ensemble des échantillons de patients afin de

vérifier cette corrélation.

L’analyse Kaplan-Meier a mis en évidence une corrélation claire entre I'expression de PAI-
1 et la survie des patients (Figure70). De maniere similaire aux résultats obtenus avec
'étude de I'expression de la sous-unité intégrine a5, I'étude de I'expression de PAI-1 dans
les échantillons de biopsies de patients a permis d’identifier deux sous-groupes: le
premier, avec une faible expression de PAI-1 et une bonne survie et le deuxieme groupe

qui présente des taux élevés de PAI-1 corrélés a une survie plus faible (Figure70).

V-3/ L’expression de la cavéoline-1 est inversement corrélée a celles
de I'intégrine a5 et du TGFPBRI dans les échantillons de biopsies de
patients

L’expression de la cavéoline-1 et celle des protéines a5 et TGFPRI a pu étre vérifiée in vitro

dans différents modeéles cellulaires de glioblastome, mais qu’en est-il in vivo ?

Afin de déterminer la nature des liens existant entre I'expression des trois protéines
(cavéoline-1/intégrine a5 et TGFPRI), nous avons analysé par RT-PCR quantitative

I'expression de leurs transcrits dans des échantillons de biopsies de patients atteints de

gliomes (Grade II, III et IV).

L’analyse de l'expression des transcrits (cavéoline-1/intégrine a5 et TGFPRI) a révélé un
taux d’expression similaire de ces transcrits dans les cellules non néoplasiques (Figure71,
tableau inférieur). De plus, I'expression de ces transcrits augmente avec le grade tumoral
(Figure71, tableau inférieur). Ces données semblent suggérer une augmentation globale de
I'ensemble des protéines avec le grade et donc avec 1'agressivité tumorale. Toutefois, nous
avons souhaité savoir si nous pouvions regrouper les patients en sous-groupes homogenes
en fonction de leurs taux d’expression des trois génes d'intérét (cavéoline-1/intégrine ab

et TGFBRI).
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Figure7l. L'expression de la cavéoline-1 est inversement corrélée a l'expression de
I'intégrine a5 et au TGFPRI dans les biopsies humaines de patients atteints de gliomes.
L’analyse par K-means clustering a été réalisée sur 108 échantillons de biopsies et les trois
clusters identifiés sont présentés en 3D sur le graphe de gauche. Le tableau, en haut a
droite, présente l'expression des trois protéines et le tableau du centre représente la
répartition des échantillons de patients dans les différents clusters selon le grade
histologique. Enfin, le tableau inférieur présente les niveaux d’expression des protéines.
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Le partitionnement des échantillons par la méthode d’analyses statistiques de données, K-
means, a montré que les échantillons de biopsies de patients pouvaient étre classés selon
trois clusters (ou sous-groupes) distincts. Le Cluster I regroupe la majorité des échantillons
analysés avec I'ensemble des échantillons sains, non tumoraux (pris comme référence). Il
rassemble également 86% des gliomes de grade 1I, 71% des gliomes de grades III et la
moitié des glioblastomes (Figure71, tableau du centre). Ce cluster est caractérisé par une
expression de la cavéoline-1, de la sous-unité intégrine a5 et du récepteur TGFPRI faible,

allant d"une augmentation de 1 a 2,5 fois.

Le Cluster II (nuage de points verts) est majoritairement représenté par les glioblastomes
qui représentent 70% environ des échantillons présents dans ce cluster (9/13), le reste

correspondant a des échantillons de gliomes de grade III.

Le troisieme Cluster III regroupe des glioblastomes, des gliomes de grades III et II. Les

glioblastomes représentent presque la moitié de ce cluster avec 44% (8/18).

La moitié des glioblastomes se retrouve dans le Cluster I et 'autre moitié est répartie
équitablement entre les Clusters II et III. La majorité des gliomes de grade II et III est

retrouvée dans le Cluster I (86 et 71% respectivement).

De maniére intéressante, le cluster II est caractérisé par des échantillons présentant une
faible expression de la cavéoline-1 mais une sur-expression de la sous-unité intégrine a5 et
du récepteur TGFPRI soit un profil Cavl-/a5+/TGFPRI+ par rapport au cluster III qui
regroupe des échantillons exprimant fortement la cavéoline-1 et faiblement I'intégrine et le

TGFPRI soit un profil Cavl+/a5-/TGFPRI- (Figure71).

L’ensemble de ces résultats suggere 1'existence d'une corrélation inverse entre ces trois

genes (cavéoline-1/a5/ TGFPRI) entre les clusters II et III.
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Conclusions:

Les résultats obtenus au cours de cette étude ont mis en évidence:

4+ L’interconnection in vivo de la cavéoline-1, de la sous-unité intégrine a5 et du

récepteur TGFPRI

4+ [’augmentation progressive de I'expression de la cavéoline-1 et de la sous-unité

intégrine ab au cours de la progression tumorale

4+ La corrélation de la sur-expression de la sous-unité intégrine a5 et de PAI-1 a un

facteur de mauvais pronostic dans les gliomes
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Conclusion générale

Dans les glioblastomes, tumeurs cérébrales les plus invasives et les plus agressives, le taux
de la cavéoline-1 est trés élevé mais son expression est tres hétérogene. Compte tenu des
données de la littérature et des fonctions exercées par la cavéoline-1, nous avions émis
I'hypothése selon laquelle les variations d’expression de la cavéoline-1 dans les cellules de

glioblastome pouvaient modifier le phénotype de ces cellules.

Nous avons montré que la modulation de I'expression de la cavéoline-1 dans les cellules
de glioblastome conduisait a des changements phénotypiques et a la modulation de
certains génes. En effet, les cellules de glioblastome sous-exprimant la cavéoline-1
acquierent un phénotype plus agressif, évalué en termes de prolifération, de clonogénicité
et de trans-migration. En revanche, les cellules de glioblastome sur-exprimant la
cavéoline-1 présentent un phénotype moins agressif. L’analyse du transcriptome de ces
cellules a montré que la famille de génes la plus affectée par la modulation de I'expression
de la cavéoline-1 était celles des intégrines. De maniéere intéressante, nos résultats ont
révélé une corrélation inverse entre l'expression de la cavéoline-1 et celle de l'intégrine
ab5p1. De plus, nous avons pu déterminer que l'intégrine a5p1 était le médiateur des effets
de la cavéoline-1 dans ces cellules de glioblastome. Plus globalement, nos résultats
indiquent que la cavéoline-1 est capable de réguler 1'expression de l'intégrine a5p1 dans
différents modeéles cellulaires de glioblastome. Etant donné que la cavéoline-1 est capable
de réguler I’activation de protéines et de voies de signalisation, nous avons analysé le taux
d’expression et/ou d’activation de certaines protéines de signalisation et montré une
corrélation inverse entre I'expression de la cavéoline-1 et celle du récepteur TGFBRI ainsi

que l'activation des protéines ERK, AKt et Smad?2.

Une analyse plus approfondie nous a permis de comprendre I'interconnexion de ces voies
de signalisation et nos résultats montrent que la régulation de I'expression de la sous-unité
intégrine a5 emprunte une voie dépendante du TGFBRI (TGFPRI - PI3K-AKt - Smad?2 -
ab) et une voie indépendante du TGFPRI (ERK-MAPK - AKt - Smad? - a5) (Figure72).
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Figure72. Schéma général. Les cellules de glioblastome sous-exprimant la cavéoline-1 ont
un phénotype agressif et sont résistantes au TMZ contrairement aux cellules de
glioblastome sur-exprimant la cavéoline-1. Les fleches roses correspondent a la voie
TGFBRI dépendante et les fleches bleues a la voie TGFPRI indépendante.
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Par ailleurs, les voies TGFPRI/Smad?2 et ERK-MAPK régulent également 1'expression de la
protéine PAI-1 impliquée dans I'invasion, la migration et I'angiogenese dans les cellules de
glioblastome alors que la voie PI3K-AKt agirait plutot comme un régulateur négatif de son
expression. L'expression de l'intégrine a5B1, comme celle de PAI-1, est inversement
corrélée a celle de la cavéoline-1 dans ces cellules de glioblastome comme le montrent nos
résultats. De maniere intéressante, les cellules de glioblastome sous-exprimant la
cavéoline-1 (les plus agressives) ont montré une chimiorésistance au témozolomide, agent
chimiothérapeutique utilisé en premiere ligne dans la prise en charge thérapeutique des
patients atteints de glioblastome. Au contraire, les cellules sur-exprimant la cavéoline-1
sont sensibles a ce traitement indiquant que les cellules de glioblastome les moins
agressives sont aussi les plus sensibles. Toutefois, un traitement ciblé basé sur 1'utilisation
d’antagonistes sélectifs de l'intégrine a5p1 ou d’un inhibiteur de TGFBRI a montré une
efficacité beaucoup plus importante sur les cellules de glioblastome les plus agressives,
sur-exprimant l'intégrine a5f1 et le récepteur TGFBRI. Ces données ont permis de révéler
le potentiel thérapeutique d’antagonistes sélectifs de 1'intégrine a5p1 ou d’inhibiteurs de
TGEFBRI dans le traitement des glioblastomes. Les résultats obtenus in vitro ont été
confirmés in vivo par 'analyse d’échantillons issus de biopsies de patients. En effet, nos
résultats révelent que la cavéoline-1, la sous-unité intégrine ab et le récepteur TGFPRI sont

aussi trois protéines interconnectées in vivo.

Bien que la cavéoline-1 ne représente pas une cible thérapeutique en tant que telle, elle
module I'expression de l'intégrine a5p1 et du récepteur TGFPRI qui présentent un fort
potentiel thérapeutique. Toutefois, d'un point de vue clinique, la cavéoline-1 avec
I'intégrine a5p1 et le récepteur TGFPRI pourraient étre utilisés comme des marqueurs
moléculaires permettant d’identifier des sous-groupes de patients. Ces sous-groupes de
patients seraient alors candidats aux traitements par des antagonistes de l'intégrine a5p1
ou par des inhibiteurs de TGFPRI. En effet, 'ensemble des résultats obtenus au cours de
notre étude indique que l'expression de la cavéoline-1 module le phénotype des cellules

de glioblastome en régulant le taux d’expression de I'intégrine a5p1 dans ces cellules.
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De plus, nos résultats montrent que les cellules de glioblastome les plus agressives sont
aussi les plus sensibles au K34c (antagoniste de l'intégrine a5PBl) et au SB-431542
(inhibiteur du TGFPRI). Ainsi, I'intégrine a5p1 et le récepteur TGFPRI présentent un fort
potentiel thérapeutique dans les glioblastomes, en particulier, dans les sous-populations

de patients sur-exprimant l'intégrine a5f1 et le récepteur TGFPRIL
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Discussion et perspectives

Bien que leur pourcentage reste faible (5% de l'ensemble des tumeurs solides chez
I’adulte) les tumeurs cérébrales présentent un taux de mortalité et de morbidité élevé. Les
gliomes, tumeurs cérébrales ayant pour origine une cellule gliale, représentent la majorité
des tumeurs cérébrales (prées de 70%) et parmi les gliomes, les glioblastomes
correspondent aux tumeurs gliales les plus agressives et les plus invasives. Malgré une
prise en charge thérapeutique utilisant 1'exérese chirurgicale, la radiothérapie et la
chimiothérapie (concomitante et adjuvante), la survie des patients reste extrémement
faible (de 12 a 15 mois). Dans un tel contexte, un effort de recherche important est réalisé
dans ce domaine afin de découvrir de nouvelles cibles thérapeutiques. De plus, notre
compréhension de la biologie de ces tumeurs s’est beaucoup améliorée depuis ces
derniéres années. Aujourd’hui, de nombreuses protéines et molécules ont été identifiées et

leurs réles dans la tumorigenese sont connus et caractérisés.

Au laboratoire nous nous sommes intéréssés a la cavéoline-1 car son role dans ce type de
tumeur et, plus particulierement dans les glioblastomes, était méconnu. En effet, de
nombreuses études avaient mis en évidence que la cavéoline-1 jouait tant6t le role
d’oncogene et tantot celui de suppresseur de tumeur. Dans les gliomes, 1'expression de la
cavéoline-1 est globalement augmentée et dans les glioblastomes elle est sur-exprimée.
Néanmoins, son expression est tres hétérogene dans ces tumeurs. Nous avons donc
souhaité savoir si la modulation de l'expression de la cavéoline-1 dans des cellules de

glioblastome modifiait le phénotype de ces cellules.

I/ La cavéoline-1 module le phénotype des cellules de ¢lioblastomes

En modulant I'expression de la cavéoline-1 dans les cellules de glioblastomes, nous avons
mis en évidence que le taux d’expression de la cavéoline-1 modulait le phénotype de ces
cellules vers un caractére plus ou moins agressif. En effet, 'inhibition de 'expression de la
cavéoline-1 dans les cellules de glioblastome les pousse vers un phénotype plus agressif,
évalué en termes de prolifération, de migration et de clonogénicité. Au contraire, sa sur-

expression dans ces cellules se traduit par un phénotype moins agressif.
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Figure73. Balance entre angiogenése/survie et invasion/prolifération des cellules
tumorales. La sur-expression de la cavéoline-1 protege les cellules tumorales de 1’apoptose
ce qui favoriserait la survie cellulaire. Au contraire, sa sous-expression conduit les cellules
tumorales vers un phénotype plus invasif et plus prolifération.

242



Nos résultats mettent pour la premiére fois en évidence la capacité de la cavéoline-1 a
moduler le phénotype des cellules de glioblastome. En effet, aucune étude ne s’était encore
attachée a évaluer la contribution de la cavéoline-1 dans le phénotype de ces cellules
tumorales. La cavéoline-1 agit comme une protéine « suppresseur de tumeur » dans les
glioblastomes alors que dans d’autres types de cancers elle se comporte comme un
promoteur de tumeur. Dans la littérature, 1'inhibition de I'expression de la cavéoline-1 est
associée a la transformation des fibroblastes et son expression est sévérement réduite dans
les fibroblastes transformés par différents oncogénes (Koleske AJ, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 1995 ; Galbiati F, EMBO J., 1998). Particulierement, l'inhibition de la cavéoline-1 dans
des fibroblastes embryonnaires de souris MEF cav-17/- induit une augmentation de la
prolifération cellulaire. Ces travaux mettaient déja en évidence le role suppresseur de
tumeur de la cavéoline-1. Dans les glioblastomes, 1'expression de la cavéoline-1, bien que
tres hétérogene, est globalement augmentée (Cassoni P, Am. |. Surg. Pathol., 2007 ; Barresi
V, Human Pathol., 2009). Différentes études ont mis en évidence que la cavéoline-1 était
une protéine sur-exprimée dans les phases avancées des cancers et que son expression
augmentait graduellement avec la progression tumorale (Yang C, FEBS Lett., 1998 ; Ho
CC, Am. ]. Pathol., 2002; Sanchez-Carbayo M, Cancer Res., 2002). Ceci pourrait
s’expliquer par le role joué par la cavéoline-1 dans la survie des cellules tumorales (Ravid
D, Advan. Enzyme Regul., 2006). Une sur-expression de la cavéoline-1 protégerait les
cellules tumorales de l'anoikis et de 'apoptose (Ravid D, Oncogene., 2005; Tahir SA,
Cancer Res., 2001). Au contraire, les cellules de glioblastome sous-exprimant la cavéoline-1
pourrait étre des cellules tres invasives capables de migrer le long des vaisseaux afin
d’envahir le parenchyme sain (Louis DN, Annu. Rev. Pathol., 2006). Ces cellules seraient
alors responsables de la formation de métastases et de la rechute des glioblastomes
(Figure73). Nos résultats semblent cohérents avec les données publiées par Hoelzinger et
ses collaborateurs qui ont montré une diminution de l'expression de la cavéoline-1 au
niveau des cellules les plus invasives (Hoelzinger DB, Neoplasia, 2005). Ces dernieres sur-
expriment certaines protéines trans-membranaires mais 1'expression des intégrines n’a pas
été évaluée (Hoelzinger DB, Neoplasia, 2005). Au « coeur » de la tumeur, les cellules sous-
exprimant la cavéoline-1 pourrait stimuler la croissance cellulaire ce qui permettrait a la

tumeur de se développer plus rapidement.
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L’'immunohistologie réalisée sur des coupes de tumeur entiére permettrait d’établir le
profil d’expression de la cavéoline-1 sur I'ensemble d'une tumeur. In vivo, I'injection de
tumeurs marquées (cavéoline-1 avec un tag GFP par exemple) pourrait également
permettre de cartographier les cellules sur- et sous-exprimant la cavéoline-1. Différentes
études avaient également montré que l'expression de la cavéoline-1 n’était pas modulée
uniquement dans les cellules tumorales mais aussi au niveau des cellules environnantes,
les cellules du stroma tumoral (Mueller MM, Nat. Rev. Cancer, 2004 ; Kalluri R, Nat. Rev.
Cancer, 2006). Il serait intéressant d’évaluer le phénotype des cellules de glioblastome
dans un micro-environnement sur- ou sous-exprimant la cavéoline-1. Par ailleurs, dans le
cancer du sein, I'expression de la cavéoline-1 au niveau des cellules stromales est un
biomarqueur qui permet de prédire la rechute, les métastases, la survie et la résistance au
tamoxifene (Witkiewicz AK, Am. |J. Surg. Pathol., 2009). A ce jour, aucune donnée n’est
disponible sur les conséquences de la modulation de l'expression de la cavéoline-1 au

niveau des cellules stromales humaines sur la récurrence des glioblastomes.

De plus, la cavéoline-1 étant également une protéine sécrétée (Tahir SA, Cancer Res., 2001 ;
Bartz R, Int. ]. Cancer, 2008), il serait intéressant de caractériser la nature des molécules
sécrétées et échangées entre les cellules tumorales sur- et sous-exprimant la cavéoline-1.
Les conséquences de ces échanges sur le phénotype tumoral et la progression tumorale
seraient ensuite analysées. Des résultats préliminaires recueillis au laboratoire ont déja
montré que la cavéoline-1 était transférée grace a des micro-vésicules, nommées micro-

particules, d'une cellule tumorale a une autre.

Il/ La cavéoline-1 module I'expression des génes

La cavéoline-1 module le phénotype des cellules de glioblastome en régulant I'expression
de certains genes. Nos résultats nous ont permis d’identifier la famille des intégrines
comme la principale famille de génes affectée par la modulation de I'expression de la
cavéoline-1. De plus, nos résultats désignent l'intégrine a5pl comme le médiateur des
effets de la cavéoline-1.

La modulation de 1'expression de genes par la cavéoline-1 est un mécanisme connu et
caractérisé pour certains d’entre eux (Hulit J, J. Biol. Chem., 2000 ; Glait C, Exp. Cell Res,,

2006).
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Figure74. Expression des intégrines a5pl et avP3 dans les glioblastomes. Les fleches
orange correspondent au taux d’expression de I'intégrine au niveau du tissu sain alors que
les fleches rouge correspondent au taux d’expression de I'intégrine dans les glioblastomes
(d’apres www.oncomine.org).
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Toutefois, les données obtenues au cours de notre étude montrent, pour la premiere fois,
une régulation de 'expression de l'intégrine a5p1 par la cavéoline-1.

Différentes études avaient déja mis en évidence l'expression de l'intégrine a5p1 dans les
gliomes et son implication dans l'invasion et la migration des cellules tumorales
(Riemenschneider T, Am. ]J. Pathol.,, 2005; Uhm JH, Front. Biosci.,, 1999). La difficulté
réside dans le fait que de nombreuses intégrines ont été impliquées dans la
migration/invasion des cellules tumorales ou encore dans l'angiogenése et la
chimiorésistance de ces tumeurs notamment 1'intégrine av(33. Pour autant, dans notre
modele, nous n’observons pas de modulation de l'expression de l'intégrine avp3 et le
phénotype de cellules est dicté par le taux d’expression de I'intégrine a5p1. L’ensemble
des données de la littérature étant tres hétérogene, des études comparatives réalisées sur
des modéles in vivo permettraient de définir les taux d’expression de ces deux intégrines,
leur localisation, leur potentiel thérapeutique, prédictif et pronostic. D’ailleurs, une
analyse comparative des profils d’expression des deux protéines a déja permis de mettre
en évidence que seule l'expression de lintégrine a5Pl était augmentée dans les
glioblastomes ; celle de l'intégrine avP3 reste comparable aux taux retrouvés dans les
cellules saines (Freije WA, Cancer Res., 2004 ; Phillips HS, Cancer Cell, 2006) (Figure74) .
L’ensemble de ces résultats soulignent la nécessité d'une classification moléculaire des
patients car certains patients pourraient sur-exprimer l'intégrine a5p1 (comme 1’on montré
nos résultats) et leur phénotype, comme pour leur prise en charge thérapeutique, seraient
alors dépendant de l'expression cette intégrine. Au contraire, d’autres patients sur-
exprimeraient l'intégrine av3 qui serait alors discriminant dans ce cas pour la prise en
charge thérapeutique.

Par ailleurs, I'expression d’autres genes a été modulée dans ces cellules de glioblastome.
Dans les cellules de glioblastome sous-exprimant la cavéoline-1 nous avons pu observer
une sur-expression de la MMP-2 ou encore de PAI-1. La MMP-2 a clairement été localisée
au niveau des cellules tumorales invasives (Brooks PC, Cell, 1996). De plus, I'expression et
I'activité des MMPs se traduisent par une augmentation de l'invasion des cellules de
glioblastome (Wild-Bode C, Cancer Res., 2001). La sur-expression de différentes MMPs a

pu étre révélée dans de nombreux cancers notamment dans les gliomes.
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Particulierement, I'expression de la MMP-2 et la de MMP-9 est corrélée avec le grade de
ces tumeurs (Lampert K, Am. J. Pathol., 1998). Pour autant, la PCR Array n’a pas permis
de révéler une sur-expression de la MMP-9 alors que l'expression de la MMP-2 est
augmentée. Toutefois, 'analyse par PCR Array a montré certaines limites notamment dans
I'étude de l'expression de PAI-1 dont l'expression s’est avérée inversement corrélée a la
cavéoline-1 par RT-PCR quantitative et par WB mais pas par PCR Array. Ces résultats
soulignent donc I'utilité de confirmer ou d’infirmer les tendances révélées par la PCR
Array. Dans le cas des MMPs, il serait intéressant d’évaluer leur activité par
zymmographie et leur expression protéique.

Nous avions pu observer une sur-expression de PAI-1 dans les cellules US7MGshRNA cav1.
Chez les patients atteints de glioblastomes, la sur-expression de PAI-1 se traduit par une
diminution de survie réflétant des tumeurs particulierement agressives et invasives
(Murraciole X, Int. J. Radiat. Oncol. Biol. Phys., 2002). Ces données sont en faveur d'un
modele de cellules de glioblastome plus agressif et plus invasif comme le sont les cellules
U87MGshRNA av1 sous-exprimant la cavéoline-1.

De maniere plus globale, nos résultats mettent en lumiere un mécanisme moléculaire par
lequel les cellules de glioblastome pourraient acquérir un phénotype plus agressif avec
comme chef d’orchestre la cavéoline-1. Différents travaux, dont ceux réalisés par Williams
et ses collaborateurs, avaient révélé que la cavéoline-1 n’avait pas d’effet direct sur
I'immortalisation mais qu’elle jouait plutdt un réle dans l’acquisition d’un phénotype plus
agressif (Williams TM, J. Biol. Chem., 2004 ; Maglione JE, Cancer Res., 2001). A ce jour,
aucune donnée n’est disponible dans le glioblastome et on ne sait pas si la modulation de
I'expression de la cavéoline-1 dans des astrocytes primaires humains pourrait conduire a
la transformation de ces cellules ou si la modulation de l’expression de la cavéoline-1
serait un processus secondaire de la tumorigenése. Les études réalisées dans d’autres

systemes sont plutot en faveur de la seconde hypothese.
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Figure75. Corrélation inverse entre I'expression de la cavéoline-1, de 'intégrine a5p1 et du
récepteur TGFPRI et l'activation des protéines ERK, AKt et Smad2. Les cellules de
glioblastome sous-exprimant la cavéoline-1 sur-expriment 1'intégrine a5p1 et le récepteur
TGFPBRI. Les protéines ERK, AKt et Smad?2 sont également activées dans ces cellules.
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IIl/ La cavéoline-1 module les voies de signalisation : régulation de

I'expression de l'intégrine ab5p1

En essayant de déterminer les mécanismes par lesquels la cavéoline-1 régulait I’expression
de lI'intégrine a5p1 nous avons mis en évidence une corrélation inverse entre 1’expression
de la cavéoline-1 et I'activation et I'expression des protéines de signalisation (Smad2, AKt,
ERK et TGEFPRI). De plus, nous avons montré que les voies ERK-MAPK, PI3K-AKt et
TGFPR/Smad? étaient impliquées dans la régulation de l'expression de I'intégrine par la
cavéoline-1 (Figure75).

L’étude de ces voies de signalisation suscite aujourd hui beaucoup d’intérét, notamment,
la cascade de transduction Ras-ERK1/2 qui est activée dans la presque totalité des
glioblastomes (Guha A, Oncogene, 1997). Nos résultats rejoignent les données de la
littérature avec d’'une part l'activation identifiée de la voie ERK-MAPK dans les
glioblastomes (Hulleman E, Ad. Cancer Res., 2005) et d’autre part l'inhibition de
'activation de la protéine ERK par la cavéoline-1 (Engelman JA, J. Biol. Chem., 1998;
Engelman JA, FEBS Letters.,, 1998). En effet, la cavéoline-1 est connue pour son action
inhibitrice sur l'activation de la protéine ERK et I'inhibition de son expression induit une
hyper-phosphorylation de ERK et la transformation des cellules NIH3T3 (Galbiati F, EMBO
J., 1998). Le mécanisme par lequel la cavéoline-1 inhibe I'activation des protéines ERK et
MEK a déja été décrypté dans les études réalisées par Engelman et ses collaborateurs
(Engelman JA, J. Biol. Chem., 1998 ; Engelman JA, FEBS Letters., 1998).

L’activation de la protéine AKt a pu étre mise en évidence dans prés de 70% des
glioblastomes (Haas-Kogan D, Curr. Biol., 1998). L’activation de la PI3-K/ AKt a également
une valeur pronostic dans ces tumeurs car une hyperphosphorylation de la PI3K, d’AKt et
de p70sok est corrélée avec une faible survie des patients (Chakravarti A, J. Clin. Oncol.,
2004 ; Pelloski CE, Clin. Cancer Res., 2006). Par ailleurs, l'activation de cette voie est
souvent reliée a une résistance a la radiothérapie et son activation, réalisée conjointement a
celle de Ras, induit la formation de glioblastome in vivo (Holland EC, Nat Genet., 2000).
Dans ce contexte, un inhibiteur de la protéine AKt a été développé et caractérisé. Le
perifosine, un nouvel alkylphospholipide, interfére avec le recrutement a la membrane

d’AKt et inhibe sa phosphorylation (Kondapala SB, Mol Cancer Ther., 2003).
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Cette drogue inhibe aussi 'activation de ERK1/2, de JNK et de p21 conduisant a un arrét
du cycle cellulaire en phase G1 et en phase Gz (Ruiter GA, Cancer Res., 1999 ; Patel V,
Cancer Res., 2002). Les études réalisées in vivo montrent toutefois des résultats mitigés sur
le bénéfice du périfosine dans le traitement des glioblastomes (Momota H, Cancer Res,,
2005 ; Becher O], Cancer Res., 2010).

Concernant la voie TGFBR/Smad, différentes études avaient déja mis en évidence le role
du TGEpB-1 et/ou TGEFB-2 dans la régulation de I'intégrine a5p1 (Cai T, Biochem. Biophys.
Res., 2000) comme dans celle de I'intégrine avp3 (Platten M, Biochem. Biophys. Res. Com.,
2000) dans d’autres modeles cellulaires. Les résultats obtenus avec le modele des cellules
U87-MG rejoignent également les données de la littérature qui montrent une forte
agressivité des tumeurs présentant une hyper-phosphorylation de Smad2. Dans ces
tumeurs, I'hyperphosphorylation de Smad?2 est corrélée a un facteur de mauvais pronostic
(Bruna A, Cancer Cell, 2008). Les auteurs montrent que des scores élevés de Smad2-p sont
corrélés, de facon significative, avec des taux élevés de TGF-[32 et TGF-[33 chez les patients.
De plus, une différence significative de la survie globale des patients a été observée entre
les patients présentant un taux élevé de Smad2-p par rapport a ceux qui présentaient un
taux plus faible. L'utilisation d’un inhibiteur de TGFpRI, le LY2109761, a révélé des effets
différentiels du TGFp sur une série de 9 lignées de gliome. Les auteurs ont montré que le
TGEFP pouvait induire la prolifération cellulaire des lignées U373MG, A172 et C4 alors
qu’il n"avait aucun effet majeur sur celle des lignées U87MG, T98G, C3, C52, hs683, et
U251 (Bruna A, Cancer Cell, 2008). Ces résultats sont corrélés avec les précédentes
données de Piek et des ses collaborateurs montrant également des effets différentiels du
TGEP sur 6 lignées de gliome (Piek E, Int. ]. Cancer, 1999). Dans I'étude réalisée par Bruna,
les auteurs montrent que l'induction de la prolifération par le TGFP est réalisée par
I'intermédiaire du PDGF-B (Bruna A, Cancer Cell, 2008). Ces données soulignent d"une
part 'importance de la voie TGFBR/Smad dans le phénotype des cellules de glioblastome
et d’autre part mettent en évidence la nécessité de caractériser les cellules tumorales avant

de traiter les patients.
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L’équipe de Cai avait mis en évidence une induction de l'intégrine a5p1 a la surface
cellulaire et au niveau de son ARNm dans les cellules d"hépatocarcinome SMMC-7721
suite a un traitement par du TGF-f1. Ce traitement induit également 1’activation de FAK
ainsi que 1'adhésion a la fibronectine et la migration cellulaire (Cai T, Biochem. Biophys.
Res. Commun., 2000). De méme, la migration des cellules de glioblastome LN-18 et LN-
229 est augmentée suite a un traitement par du TGF-p1 et TGF-f2 qui induit également
I'expression de l'intégrine av33 (Platten M, Biochem. Biophys. Res. Com., 2000).

Nos résultats semblent donc parfaitement corroborer les données recueillies dans la
littérature. Toutefois, de nombreuses données indiquent aujourd’hui que se sont le TGF-32
et le TGF-[33 qui seraient plus important dans les glioblastomes que le TGF-p1 (Bruna A,
Cancer Cell, 2008). Il serait donc intéressant d’utiliser le TGF-2 et le TGF-f3 pour
déterminer leur habilité a induire 1'expression de l'intégrine a5p1. Néanmoins, compte
tenu du fait que ces facteurs de croissance sont aussi des ligands du récepteur TGFBRI/
TGFpBRIL, on peut supposer qu’ils auraient le méme effet que le TGF-f31. Au cours de notre
étude nous avons également pu observer une corrélation inverse de 1'expression de la
cavéoline-1 et de la protéine PAI-1 et nos résultats ont révélé les mécanismes de
régulation de PAI-1 par la cavéoline-1 dans les cellules de glioblastome. La voie
TGFPR/Smad était déja connue pour réguler I'expression de PAI-1 (Piek E, Int. |. Cancer,
1999 ; Samarakoon R, Thromb Haemost., 2008 ; Kutz SM, Exp. Cell Res., 2006). De méme,
la voie ERK-MAPK est impliquée dans la régulation de I'expression de PAI-1 (Hamaguchi
E, J. Pharmacol. Exp. Ther, 2003). Au contraire, la voie PI3K-AKt est connue comme un
répresseur de l'expression de PAI-1 (Whiley BR, Gyn. Oncol., 2007). Ainsi, nos résultats
rejoignent completement les données de la littérature. Ces données soulignent les
régulations complexes existant au sein des cellules de glioblastome et permettant de

contrdler 'expression des genes impliqués dans la tumorigenése.

1V/ Les antagonistes de l'intégrine ab5f1 et l'inhibiteur du TGFBRI
représentent un fort potentiel thérapeutique dans les glioblastomes

L’ensemble des résultats obtenus nous ont amenés a évaluer le potentiel thérapeutique des

antagonistes de I'intégrine a5p1 et d'un inhibiteur du TGFPRI.
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Les résultats obtenus au laboratoire ont révélé que les cellules les plus agressives étaient
aussi les plus résistantes (chimiorésistance au TMZ). Pourtant ces cellules se sont avérées
étre les plus sensibles face a un traitement ciblé. Plus encore, le K34c, antagoniste de
I'intégrine a5pl, n'a aucun effet sur la clonogénicité des cellules ne sur-exprimant pas
I'intégrine. Il en est de méme pour le SB-431542 qui inhibe uniquement la clonogénicité

des cellules de glioblastome sur-exprimant le récepteur TGFBRI.

Ces données semblent apporter un début d’explication aux faibles taux de réponse
observés par Stupp et ses collegues lors du traitement par le cilengitide des patients
atteints de glioblastome (Stupp R, J. Clin. Oncol., 2010). En effet, les auteurs auraient
probablement obtenus de meilleurs taux de réponse en sélectionnant un sous-groupe de
patients sur-exprimant, par exemple, l'intégrine avp3. D’ailleurs, ils se proposent de
poursuivre cet essai clinique sur des sous-groupes de patients sélectionnés selon leur
statut MGMT. L’analyse réalisée au laboratoire avait mis en évidence que 1'expression de
la sous-unité av ne variait pas avec le grade dans les échantillons de biopsies de patients
contrairement a I'expression de la sous-unité a5 qui augmente avec le grade tumoral. Ces
données semblent indiquer que lintégrine a5B1 constituerait une meilleure cible
thérapeutique que l'intégrine avP3 dans les glioblastomes. Pour autant, 'analyse des
biopsies de patients a révélé des sous-groupes de patients avec des expressions
différentielles d’intégrine a5p1. Compte tenu des résultats obtenus in vitro, la classification
des patients selon leur expression en intégrine aSp1l semble étre une étape indispensable.
Il serait donc particulierement intéressant de pouvoir traiter in vivo des cellules de
glioblastomes (avec des expressions variables d’intégrine) avec du K34c seul ou en
combinaison avec du TMZ. Cette étude comparative pourrait également inclure le
cilengitide afin de confirmer 1'hypothese selon laquelle l'intégrine a5pl serait une
meilleure cible que l'intégrine avp3. D ailleurs, il serait intéressant de réaliser une analyse
des banques de données afin de savoir qui de l'intégrine a5pf1 ou de l'intégrine av33

représente une meilleure valeur prédictive et/ou pronostique.

Le TGEpP, comme son récepteur le TGFPBRI, fait actuellement I'objet d’un réel engouement
comme l'attestent les premiers essais cliniques menés par différentes équipes (Seoane J,

EACR, 2010 ; Hau P, Expert. Rev. Anticancer Ther., 2009 Abst).
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L’inhibition du récepteur TGFBRI semble particulierement intéressante compte tenu du
role de ce récepteur dans l'activation des voies de signaliation et de son roéle dans la
régulation de I'expression de l'intégrine a5p1. Toutefois, comme pour l'intégrine a5p1, il
semble primordial de procéder a une caractérisation du profil moléculaire des patients
afin de déterminer les sous-groupes les plus sensibles aux traitements. Dans ce contexte,
l'interconnection existante entre la cavéoline-1, I'intégrine a5f@1 et le récepteur TGFPRI

permettrait d’établir ce profil moléculaire.

Enfin, 'ensemble de nos résultats a permis de comprendre 'implication de la cavéoline-1
dans la modulation phénotypique des cellules de glioblastome. Nous avons ainsi pu
appréhender la complexité de ces tumeurs et expliquer, en partie, leur hétérogénéité intra-
et inter-tumorale. La modulation de l'expression de la cavéoline-1 par les cellules
tumorales présente de nombreux intéréts puisque d’une part les cellules qui la sous-
expriment sont plus agressives (forte prolifération et forte migration) et que d’autre part
les cellules qui la sur-expriment, bien que moins agressives, développent probablement
des aptitudes a survivre dans un environnement hostile (hypoxie). La cavéoline-1 est donc
une protéine clef dans le controle de différentes voies de signalisation fréquemment
dérégulées dans les cellules cancéreuses. De plus, nos résultats ont mis en évidence le
mécanisme par lequel la cavéoline-1 parvenait a moduler le phénotype de ces cellules.
Ainsi, nous avons identifié 1'intégrine a5p1 (et le récepteur TGFPRI) comme une cible
thérapeutique potentielle dans le traitement des glioblastomes. Toutefois, la classification
des patients en sous-groupes semble indispensable compte tenu des résultats que nous
avons obtenus et des données de la littérature démontrant I'efficacité d’une thérapie ciblée

« ala carte ».
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Caveolin-1 regulates glioblastoma aggressiveness through the control of
alpha(5)beta(1) integrin expression and modulates glioblastoma responsiveness to
SJ749, an alpha(5)beta(1) integrin antagonist.

Dans cette publication nous mettons en évidence la nature de la contribution de la
cavéoline-1 dans le phénotype des glioblastomes. Ainsi, nous avons manipulé
I'expression de la cavéoline-1 dans les cellules de glioblastomes U87-MG et montré
que l'expression de la cavéoline-1 modulait I'agressivité des cellules de glioblastome.
L'analyse du transcriptome des cellules sur- et sous-exprimant la cavéoline-1 a permis
de révéler que la principale famille de génes touchée par la modulation de I'expression
de la cavéoline-1 était la famille des intégrines. De plus, nous avons pu identifier
I'intégrine abpl comme le médiateur des effets de la cavéoline-1. La clonogénicité et
la capacité de migration des cellules de glioblastomes exprimant l'intégrine abpl sont
affectées par un traitement avec un antagoniste spécifique de l'intégrine, le SJ749.
L'ensemble de nos résultats suggérent que lintégrine représente une cible

thérapeutique dans le traitement des glioblastomes.
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Caveolin-1 plays a checkpoint function in the regulation of processes often altered in cancer. Although
increased expression of caveolin-1 seems to be the norm in the glioma family of malignancies, populations of
caveolin-1 positive and negative cells coexist among glioblastoma specimens. As no data are available to date
on the contribution of such cells to the phenotype of glioblastoma, we manipulated caveolin-1 in the

glioblastoma cell line U87MG. We showed that caveolin-1 plays a critical role in the aggressiveness of
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glioblastoma. We identified integrins as the main set of genes affected by caveolin-1. We reported here that the
phenotypic changes observed after caveolin-1 modulation were mediated by ats3; integrins. As a consequence
of the regulation of as3; levels by caveolin-1, the sensitivity of cells to the specific as3; integrin antagonist,
SJ749, was affected. Mediator of caveolin-1 effects, as3; integrin, is also a marker for glioma aggressiveness and

S]749 an efficient target for the treatment of glioma especially the ones exerting the highest aggressive phenotype.

Human glioma
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1. Introduction

Caveolin-1 is a scaffolding protein that directly interacts with
several signaling molecules (growth factor receptors, kinases, G-
proteins and adhesion molecules) in caveolae to control their
subcellular distribution and activation status [1-3]. Additionally,
caveolin-1 was described as a direct or indirect regulator of genes
involved in tumor development and progression (IGFR [4], BRCA1 [5],
ERa [6], cyclin D1 [7] and survivin [8]). Such checkpoint functions
confer to caveolin-1 a crucial role in the regulation of proliferation,
differentiation, apoptosis, adhesion and invasion. It is therefore not
surprising that sporadic mutations or altered expression of caveolin-1
are often observed during cell transformation, invasion and metas-
tasis. Despite significant studies done over the last ten years showing
the role of caveolin-1 in malignancy, its function remains complex and
controversial. Caveolin-1 was described either as a tumor suppressor
or as a tumor promoter given its levels in tumors versus non
neoplastic tissues [9,10]. Such contradictions tend to be explained by
the fact that the expression of caveolin-1 undergoes dynamic changes
during tumor progression. Downregulated during cell transformation
by oncogenes or environmental carcinogens to allow proliferation,
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caveolin-1 happens to be overexpressed in malignant and metastatic
tumors to promote survival and multidrug resistance [9]. Such
biphasic expression pattern of caveolin-1 seems therefore intimately
linked to the protein function.

Glioblastoma is the most common intrinsic brain tumor in adults
and is nearly uniformly fatal. Despite advances in neuroimaging,
neurosurgery, radiation and medical oncology, the prognosis for
patient with glioblastoma did not improve in the last 30 years with a
median survival of 9-15 months [ 11]. Although increased expression of
caveolin-1 seems to be a norm in the glioma family of malignancies
(http://cgap.nci.nih.gov) [12-17], Cassoni et al. recently showed that
caveolin-1 immunoreactivity is variably displayed among glioma. In
half of the glioblastoma specimens studied, only 25-75% of neoplastic
cells stained positive for caveolin-1[17] suggesting that populations of
caveolin-1 positive and negative cells coexist among glioblastoma
specimens. No data are available to date on the contribution of such
cells to the phenotype of glioblastoma. Therefore, we manipulated the
levels of caveolin-1 in a glioblastoma cell line (U87MG) and showed
that its reduction shifted cells towards an even more aggressive pheno-
type as conversely the forced expression of caveolin-1 slowed down
proliferation, clonogenicity and invasion. Using PCR array strategies, we
showed that only 20% of the genes studied were significantly affected by
caveolin-1. Half of them belonged to the integrin family and their
expression was always inversely correlated to caveolin-1. We showed
that asp3; integrin mediates the phenotypic alterations observed after
caveolin-1 manipulation. Finally, as a consequence of the regulation of
a3 levels by caveolin-1, the sensitivity of cells to the specific asf3¢
integrin antagonist, SJ749, was modulated.


http://cgap.nci.nih.gov
mailto:Sophie.Martin@pharma.u-strasbg.fr
http://dx.doi.org/10.1016/j.bbamcr.2008.09.019
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2. Materials and methods
2.1. Cell lines, culture conditions and transfection

A172 and U87MG cell lines (ATCC) were cultured in EMEM
supplemented with 10% heat-inactivated FCS and 0.6 mg/ml glutamine
(Biowittaker). When indicated, transfections of the plasmids constructs or
siRNA were performed using Lipofectamine 2000 reagent (Invitrogen) or
Arrest-In™ (OpenBiosystems) following the manufacturer's instructions.

2.2. Chemicals

SJ749 ((S)-2-[(2,4,6-trimethylphenyl) sulfonyl] amino-3-[7-benzy-
loxycarbo nyl-8-(2-pyridi nylaminomethyl)-1-oxa-2,7-diazaspiro-
(4,4)-non-2-en-3-yl] carbonylamino] propionic acid) was synthesized
as described in the patent WO 97/33887. U0126 was obtained by Cell
Signaling and used at the concentration of 10 uM for 24 h.

2.3. Small interfering RNA and plasmids

Non silencing siRNA (SiRNAcontro1), Caveolin-1-targeting siRNA
(siRNAcav-1), 0 integrin subunit-targeting siRNA (siRNA2) and o
integrin subunit-targeting siRNA (siRNA.s) were obtained from
Dharmacon Research and transfected at 100 nM for 72 h as recom-

mended. Non silencing shRNA (shRNAcontro1), Caveolin-1-targeting
ShRNA (shRNA.,y.1) and os-targeting shRNA (shRNAys) already
subcloned into the pSHAG-MAGICS2 (pSM2) plasmid were obtained
from OpenBiosystems. EGFP-tagged caveolin-1 (pEGFP,,,.1) construct
was created by introducing HindIll and BamHI restriction sites in 5’ and
3’ of the caveolin-1 CDS by PCR and by subcloning the resulting HindIII/
cav-1/BamHI fragment into a pEGFP-N3onro1 €Xpression vector (BD
Biosciences Clontech). pcDNA,s was obtained by subcloning the
human as ¢cDNA of the pECEs integrin plasmid (provided by Dr. E.
Ruoslahti, The Burnham Institute, La Jolla, CA) in the Xbal/NotlI sites of
the expression vector pcDNA3.1 (Invitrogen). Stable cell lines were
obtained after transfection of 1 pg of each plasmid and selection with
adequate antibiotics. Expression and functionality of the constructs
were confirmed by western blot, qPCR and/or confocal microscopy.

2.4. Real-time quantitative PCR

RNA was extracted using Trizol and was transcribed into cDNA using
high capacity cDNA kit (Applied Biosystems). Real-time quantitative PCR
was performed using the ABI7000 SYBRGreen PCR detector with the
following probes: cyclophilin forward 5’-CAGGTCCTGGCATCTTGTCC-3’
and reverse 5-TTGCTGGTCTTGCCATTCCT-3’; ITGA5 forward 5’-
GGGCAGCAGGACAGGGTTAC-3’ and reverse 5'-GCCTTGCCAGAAATAGC
TTCC-3’; ITGB1 forward 5'-CAAATTGTGGGTGGTGCACA-3’ and reverse

Fig. 1. Caveolin-1 modulates growth, clonogenicity and transmigration. (A) Expression of caveolin-1 (cav-1) and GAPDH was determined by western blot (WB) in U87MG transfected
transiently with siRNAcontrol OF SiRNAcay-1 (100 nM for 72 h) or stably with pEGFPconerol 01 PEGFPc,y.1. Western blots are representative of 3-5 independent experiments. (B) CAV1
mRNA (caveolin-1) was determined by qPCR in U87MG transfected transiently with siRNAcontro1 OF SiRNAcay-1 (100 nM for 72 h) or stably with pEGFPoptro1 OF PEGFPc,y. 1. Histograms
represent the percentage of increase or decrease of CAV1 mRNA in siRNA,y.1- and pEGFP,,._;-transfected cells versus respective control (i.e. SiRNAontro; and pEGFPcontro1) Normalized
with the reporter gene, cyclophilin. (C) Proliferation of U87MG transfected transiently with siRNA¢ontro1 OF SiIRNAc,y-1 (100 nM for 72 h) or stably with pEGFP ontro1 OF PEGFPcay-1 Was
determined at 72 h using the MTS assay. Histograms represent the percentage of proliferation of siRNA¢,,.1- and pEGFP.,,_i-transfected cells versus respective control (i.e. SiRNAcontrol
and pEGFPontro1). (D) Clonogenicity of U87MG transfected transiently with siRNAcoptro1 O SIRNA¢,y-1 (100 nM for 72 h) or stably with pEGFP ontror OF PEGFPcay-1 Was determined using
the clonogenic assay. Histograms represent the percentage of residual clones formed by siRNAc,y.1- and pEGFP.,,.1-transfected cells versus respective control (i.e. SiRNAcontrol and
PEGFPontrol) after 72 h growth in 2%-FCS medium and 6 days regrowth. Plating efficiency is 0.5+0.2, 0.8+0.3, 0.5+0.1 and 0.3+0.1 for siRNAcontrol, SIRNAcay-1, PEGFPcontror and
PEGFP.,.1 respectively. (E) Transmigration of U87MG transfected transiently with SiRNAcontror OF SiRNAcay-; (100 nM for 72 h) or stably with pEGFPcontror O PEGFPcay-1 Was
determined using fibronectin (FN)-coated Transwell. Histograms represent the percentage of siRNA.,y.1- and pEGFP.,,_i-transfected cells which transmigrated through FN versus
respective control (i.e. SiRNAcontro and pEGFP) after 24 h. Data are represented as mean (n=3-5)+SEM (*P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001).
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5'-TGGAGGGCAACCCTTCTTT-3’; PAI1 forward 5’-GGCTGACTT CAC-
GAGTCTTTCA-3’ and reverse 5'-GTTCACCTCGATCTTCACTTTCTG-3’;
CAV1 forward 5’-ACCGCGACCCTAAACACCTC-3’ and reverse 5'-
CCTTCCAAATGCCGTCAAAA-3' (Invitrogen). Relative levels of mRNA
gene expression were calculated using the 2”22 method [18].

2.5. PCR array

PCR array were performed according to the manufacturer's protocol
(SuperArray). Briefly, 1 ug cDNA (obtained from RNA using the RT?> PCR

Array First Strand Kit (SuperArray)) was mixed with a ready to use RT? Real-
Time SYBR Green PCR master mix (SuperArray) and aliquoted into a 96-well
plate containing pre-dispensed gene-specific primer sets (RT? Profiler™
PCR Array, Human Cancer PathwayFinder™). Real-Time PCR was performed
according to manufacturer's protocol and analyzed as described above.

2.6. Western blot

Cells were lysed 30 min on ice in ice-cold lysis buffer (1% Triton-X100,
NaF 100 mM, NaPPi 10 mM, NazVO4 1 mM in PBS, supplemented with

Fig. 2. Transcriptome analysis of SiRNAontror-, SIRNAcay-1-, PEGFPcontror- OF PEGFPay_1-transfected U87MG using PCR arrays. mRNA of genes involved in the regulation of (A) cell cycle/
DNA damage, (B) apoptosis/cell senescence, (C) signal transduction/transcription, (D) angiogenesis, (E) invasion/metastasis and (F) adhesion was determined by PCR array (qPCR) in
U87MG transfected transiently with siRNAcontro1 OF SIRNA¢,y-1 (100 nM for 72 h) or stably with pEGFP ontro OF PEGFP.y.1. Histograms represent the percentage of increase or decrease
of each gene mRNA in siRNA,y.1- and pEGFP.,,i-transfected cells versus respective control (i.e. SiRNAcontrol and PEGFPconero1) Normalized to the reporter genes, B2M, HGPRT/HPRT,
RPL13A, G3PD/GAPD, b-ACTIN. Columns, means of 3 independent experiments; bars, SEM with *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001.
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Fig. 2 (continued).

Complete anti-protease cocktail; Roche). For PAI-1 detection, samples
were prepared from FCS-free conditioned media. Protein (10 pg) was
separated by SDS-PAGE (BioRad) and transferred to PVDF membranes
(Amersham). For phosphorylation detection, cells were directly lysed in
Laemmli buffer (BioRad) supplemented by R-mercaptoethanol (1:20).
Blots were probed with anti-a; (1:200, R-164, Santa Cruz Biotchnologies),
anti-a, (1:200, N-19, Santa Cruz Biotchnologies), anti-o3 (1:1000, AB1920,
Chemicon), anti-ooy (1:3000, AB1930, Chemicon), anti-as (1:4000,
AB1928, Chemicon), anti-3; (1:1000, 9EG7, gift from Dr. Vestweber),
anti-GFP (1:3000, Roche), anti-caveolin-1 (1:1000, N-20, Santa Cruz

Biotchnologies), anti-PAI-1 (1:1000, H-135, Santa Cruz Biotchnologies),
phospho-MAPK family antibodies and MAPK family antibodies (Sampler
kit #9910 and #9926, Cell Signaling) and anti-GAPDH (1:50000, MAB374,
Chemicon) followed by the HRP-conjugated antibodies (1:10000, Pro-
mega). The proteins were visualized with enhanced chemiluminescence.

2.7. Flow cytometry

Cells (2x10°) were incubated 30 min at room temperature with
10 pg/ml anti-ois (MAB11, gift from Dr. Humphries, King's College,
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London, UK) or with 1:50 dilution anti-B; (TS2/16, gift from Dr.
Georges-Labouesse, IGBMC, Strasbourg, France) in PBS/0.1% azide/1%
FBS. After washing, cells were incubated with the indicated ALEXA%38-
or PE-labeled secondary antibody (Molecular Probes, 1:100) 30 min in
the dark at room temperature. After washing, cells were resuspended
in 500 pl PBS/0.1% azide/1% FCS. Surface expressions of integrins were
measured with a FACS Calibur (Becton Dickinson, Flow cytometry
facility, IGBMC, Strasbourg).

2.8. Adhesion assay

Cells (2x10°/well, 96 well plate) were plated on poly-L-lysine
(PL, 100 pg/ml, Sigma), fibronectin (FN, 10 pg/ml, Calbiochem) or
collagen type I (COL, 10 pg/ml, Sigma)-coated 96 well plates for 1 h.
Adhesion was measured after coloration with 0.1% crystal violet by
absorbance reading at 595 nm and expressed as a percentage of
adhesion versus control on poly-L-lysine.

2.9. Proliferation assay

Cells (1x10%/well, 96 well plate) were plated on plastic and cell
viability was determined after 72 h by CellTiter96 Aqueous One
Solution Cell Proliferation Assay (Promega) according to manufac-
turer's instruction.

2.10. Transmigration assay

Transwell polycarbonate membrane inserts (24 well, 8 pm pores,
Corning) were coated 1 h at room temperature under laminar flow
with 10 pg/ml fibronectin. The lower compartments were filled with
10% FCS culture medium and 2x 10° cells were seeded onto the filters
in 0% FCS culture medium containing either solvent (50% H,0/50%
methanol) or 10 uM SJ749 for 24 h. Cells that had transmigrated and
adhered to the lower surface were fixed in 4% paraformaldehyde for
10 min and stained with 0.1% crystal violet and counted. No cells were
detected in the lower chamber.

2.11. Clonogenic assay

After attachment (250 cells/well, 6 well plate), cells were left
untreated or treated with solvent (50% H,0/50% methanol) or S]749
(10 and 30 puM) for 72 h in 2%-FCS containing medium. Medium was
refreshed and cells were allowed to regrow in fresh 10%-FCS
containing medium for 6 days. Clonogenic survival was determined
by counting residual clones stained with 0.1% crystal violet. Results
were expressed either as the percentage of clones versus control or
when performed in the presence of SJ749 as surviving fraction. The
surviving fraction was determined as: SF=PE of experimental group/
PE of control group. The plating efficiency was determined as:
PE=number of surviving cells/number of cells plated. PE are indicated
for each cell line in the figure legend.

2.12. Statistical analysis

Data are represented as mean+SEM. In all cases, n refers to the
number of independent experiments. Statistical analyses were done with
the Student's t-test and ANOVA where P<0.05 was considered significant.
3. Results
3.1. Caveolin-1 modulates growth, clonogenicity and transmigration

To directly assess the role of caveolin-1 in human glioblastoma, we
modulated its expression in the human glioblastoma cell line U87MG.

Depletion (in siRNAc.y.1- versus SiRNA oniroi-transfected cells) and
overexpression (in pEGFP.,,.1- versus pEGFP qnroi-transfected

cells) of caveolin-1 were detected at the protein and mRNA level
(Fig. 1A, B). Abrogation or forced expression of caveolin-1 in U87MG
significantly influenced U87MG phenotype. Downregulation of
caveolin-1 increases proliferation, clonogenicity and transmigration
(53+£19%, 65+8% and 75+3% increase respectively in SiRNA -1
versus SiRNAconerol, Fig. 1C-E). Opposite effects were observed when
caveolin-1 was overexpressed as proliferation, clonogenicity and
transmigration was reduced (47+8%, 42+8% and 67x7% reduction
respectively in pEGFP.,y-1 versus pEGFPconerol, Fig. 1C-E). Data suggest
that caveolin-1 expression correlates with glioma aggressiveness.

3.2. Caveolin-1 regulates genes involved in cell invasion, metastasis and
adhesion especially integrins

PCR arrays (Human Cancer Pathways) were undertaken to clarify
how caveolin-1 affects U87MG phenotype. Among the genes screened,
only 20% were significantly affected by the modulation of caveolin-1
(Fig. 2). Two major classes of genes were modulated by caveolin-1. The
first one includes genes involved in the regulation of cell invasion and
metastasis (6%, MMP1, MMP2, SERPINE1, SERPINB5 and TWIST,
Fig. 2E). To validate PCR array data obtained for this group of genes,
we selected SERPINE1 (PAI-1). PAI-1 is a serine protease inhibitor
involved in extracellular matrix turnover and regulation of glioma cell
motility and invasion. qPCR and western blot analysis of PAI-1 showed
that PAI-1 was inversely correlated to caveolin-1 expression. Down-
regulation of caveolin-1 up regulates PAI-1 both at the mRNA and
protein level (275+35% and 350+100% increase of PAI-1 mRNA and
protein respectively in shRNA.,.; versus shRNAconton Fig. 3A, B).
Conversely, overexpression of caveolin-1 downregulates PAI-1 both at
the mRNA and protein level (71+11% and 499+ 189% decrease of PAI-1

Fig. 3. Caveolin-1 regulates PAI-1 expression. (A) SERPINE1 (PAI-1) mRNA was determined
by qPCR in U87MG transfected stably with ShRNAcneo, ShRNAcay.1, PEGFPeontrol OT
PEGFP.,,.;. Histograms represent the percentage of increase or decrease of SERPINE1
mRNA in shRNA,.1- and pEGFP.,,.i-transfected cells versus respective control (i.e.
ShRNA ontror and PEGFPeonyo)) normalized with the reporter gene, cyclophilin. (B)
Expression of PAI-1 was determined by western blot (WB) in the supernatant of US7MG
transfected stably with ShRNAcontror, SNRNAcay-1, PEGFPcontrol OF PEGFPc,y-1. Western blots
are representative of 3-5 independent experiments. Histograms show the percentage of
PAI-1 protein expression determined by densitometry analysis in ShRNAgy - and
PEGFP.,y.1-transfected cells versus respective control (i.e. ShRNAcontror and PEGFPcontrol)-
Data are represented as mean (n=3-5)+SEM (*P<0.05).
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mRNA and protein respectively in pEGFP.,.; versus pEGFPontrol,
Fig. 3A, B).

The second set of genes modulated by caveolin-1 includes genes
involved in the regulation of cell adhesion (10%, ITGA1, ITGA2, ITGA3,
ITGA4,ITGA5, ITGAV, ITGB1, ITGB3 and ITGBS5, Fig. 2F). The later class was
interesting not only because it represented half of the genes affected by
caveolin-1, but because their expression was inversely correlated with
caveolin-1. Therefore, caveolin-1 might control the function of the
collagen receptor a3, the laminin receptor as3; and the fibronectin
receptors os3; and ouf35. Although modulation of caveolin-1 sig-
nificantly affected o; at the mRNA level (25+13% decrease of occ; mRNA
in pEGFP 4.1 versus pEGFPontror and 32+23% increase of oc; mRNA in
SiRNA ay-1 versus SiRNAconrol, Fig. 2F), the protein could not be detected.
o4 and (3 were not significantly altered at the mRNA level. Although
modulation of caveolin-1 significantly affected a3 and «, at the mRNA
level (39+12% and 20+ 14% decrease of o3 and o, mRNA respectively in
PEGFP 4.1 versus pEGFPqnio and 67 +28% and 37 £11% increase of oz
and o, mRNA respectively in siRNAcy.1 versus SiRNAcontrol, Fig. 2F),
down-regulation of caveolin-1 had no effect on a3y protein levels while
caveolin-1 up-regulation decreased ayy protein levels (41£5% and
26+7% decrease of a3 and o, protein respectively in pEGFP.,,.1 versus
PEGFPcontror, Supplementary data).

However, down-regulation of caveolin-1 up regulates o, as and
(31 both at the mRNA and protein level (231+23%, 35+7% and 61+6%
increase of a,, 05 and 3; mMRNA respectively and 83 +16%, 50+10% and
80+20% increase of oy, as and (3 protein respectively in SiRNA .y-1
versus SiRNAcontron, Fig. 4A, B and Supplementary data). Conversely,
overexpression of caveolin-1 downregulates o, as and (37 both at the
mRNA and protein level (56+9% and 31+4% decrease of a5 and B4
mRNA respectively and 39+4%, 50+17% and 62 +9% decrease of o, 05
and [3; protein respectively in pEGFP.,y_1 versus pEGFPcontron, Fig. 4A, B
and Supplementary data). Similar data were obtained in another
glioma cell line, A172 (Fig. 4C). By flow cytometry, we showed that
downregulation of caveolin-1 increases as3; integrin surface expres-
sion (25+5% and 44+14% increase of as and P, respectively in
SiRNA 4y-1 versus SiRNAcontron Fig. 4D). Conversely, overexpression of
caveolin-1 reduces the levels of asp; integrin exposed at the cell
surface (57+10% and 14+2% reduction of ais and B; respectively in
PEGFP 4.1 versus pEGFPonirol, Fig. 4D). Altogether, data suggest that
o, 05 and By integrin subunit expression is inversely correlated to
caveolin-1.

We hypothesized that modulation of caveolin-1 would affect cell
adhesion to extracellular matrix components as fibronectin and
collagen. Inhibition of caveolin-1 increased the attachment to
fibronectin (24% increase in SiRNAc,y.1 versus SiRNAcontrol, Fig. 4E).
Conversely, up-regulation of caveolin-1 reduced cell adhesion to
fibronectin (20% decrease in pEGFP.,y.1 versus pEGFPcontron, Fig. 4E).
No alteration of adhesiveness to collagen was observed under the
conditions tested. A series of blocking experiments were undertaken
to determine if ois3; integrins were involved in the regulation of cell
adhesiveness observed after caveolin-1 manipulation. As the
integrin subunit was shown to be the only other integrin
which expression was inversely correlated to caveolin-1, we down-
regulated o, and a5 integrin subunits in cells depleted in caveolin-1
(shRNA.y_i-transfected U87MG in which a,P; and asP; are up-
regulated). Although the enhanced attachment of cells to fibronectin
was not affected by the removal of the «, integrin subunit (19+4%
increase in ShRNA(.y-1/SiRNAcontror and 12+5% increase shRNA .y-1/
SiRNAy> versus ShRNA ontrol/SIRNAcontrol, Fig. 4F left panel), it was
totally abolished by the removal of the o integrin subunit (19+4%
increase in ShRNA ,y.1/SiRNAcontror and 3+1% increase shRNAc.y.1/
SiRNA s versus ShRNAontro1/ SIRNAcontron Fig. 4F right panel). Again, no
alteration of adhesiveness to collagen was observed under the
conditions tested. Data suggest for the first time that caveolin-1
controls the expression of a functional as3; integrin in glioblastoma
with a consequence on the adhesive phenotype of cells.

3.3. Involvement of aes[3; integrins in the phenotypic modulation induced
by caveolin-1

As biological effects (proliferation, clonogenicity and transmigra-
tion) observed following modulation of caveolin-1 might occur
independently of asP; integrin, we generated U87MG expressing
various levels of the as subunit and compared their phenotype to
that of cells expressing various levels of caveolin-1. Depletion (in
ShRNAs- versus shRNA oniroi-transfected cells) and overexpression
(in pcDNAy5- versus pcDNAoneoi-transfected cells) of ois was detected
at the mRNA and protein levels (Figs. 5A-B). We chose the pcDNAys g7
clone that expressed s levels close to those observed in siRNA¢ay-1-
transfected cells and the pcDNAys rs clone that expressed higher
levels of as (Fig. 5A, B). No modulation of 3; or caveolin-1 was
observed in any of these cell lines at the protein level, although
caveolin-1 mRNA appears significantly increased in cells overexpres-
sing the as subunit (Fig. 5A).

Upregulation of os increases proliferation similarly to that
observed in caveolin-1-depleted cells (32+18% and 52 +16% increase
in pcDNAys g7 and pcDNAys ps versus pcDNAconor respectively,
53+19% increase in SiRNA..,.; versus SiRNAcontron Fig. 5C). Down-
regulation of a5 decreases proliferation similarly to that observed in
caveolin-1-overexpressing cells (39+11% decrease in ShRNAys pa
versus ShRNAontrol, 47 8% decrease in pEGFP .y versus pEGFPcontrol
Fig. 5C). Upregulation of o5 increases clonogenicity similarly to that
observed in caveolin-1-depleted cells (85+30% and 80+24% increase
in pcDNAys g7 and pcDNAys ps versus pcDNAconwor respectively,
66+8% increase in SiRNA.,.; versus SiRNAcontron, Fig. 5D). Down-
regulation of a5 decreases clonogenicity similarly to that observed
in caveolin-1-overexpressing cells (35+5% decrease in ShRNAys.p4
versus ShRNAontrol, 42 £8% decrease in pEGFP ,y_1 versus pEGFPcontron
Fig. 5D).

We down-regulated o, and a5 integrin subunits in cells depleted
in caveolin-1 (shRNA,,-1-transfected U87MG in which ap31 and o534
are up-regulated). The enhanced clonogenicity of cells was not
affected by the removal of the o integrin subunit (46+5% increase
in ShRNA .y-1/SiRNAcontror and 38+10% increase ShRNA,y-1/SiRNAy»
versus ShRNAcontrol/SIRNAcontrol, Fig. SE left), but it was totally
abolished by the removal of the a5 integrin subunit (46+5% increase
in ShRNAay.1/SiRNAcontror and 215% increase ShRNAcay-1/SiRNAgs
versus ShRNAontro1/SIRNAcontron, Fig. SE right).

Altogether, results suggest that the effects of caveolin-1 on
proliferation and clonogenicity of glioblastoma cells were mediated
by a5 integrins.

3.4. Caveolin-1 affects the effect of SJ749 on clonogenicity
and transmigration

We next investigated the consequences of altered caveolin-1 levels
on the sensitivity to a non peptidic as3; integrin antagonist SJ749.
SJ749 dose-dependently reduces the surviving fraction of all cell lines
(Fig. 6A). However, S]J749 was more efficient in caveolin-1-depleted
cells (45+7% versus 75+7% inhibition at 10 pM and 80+6% versus
96+3% inhibition at 30 pM in SiRNAconeor and siRNA,,.; respec-
tively, Fig. 6A). Conversely, over-expression of caveolin-1 reduces the
effect of SJ749 (39+11% versus 37+ 13% inhibition at 10 PM and 93+ 1%
versus 78+9% inhibition at 30 pM in PEGFPconiro; and pEGFPay q
respectively, Fig. 6A).

As glioblastoma are aggressively invasive tumors, the ability of
cells to transmigrate in the presence of SJ749 was determined. S]749
significantly reduces the invasion of all cell lines (Fig. 6B). However,
S]749 was more efficient in caveolin-1-depleted cells (75+4% versus
97+0% inhibition at 10 pM in SiRNAcontror and SiRNAcy-1, Fig. 6B).
Conversely, over-expression of caveolin-1 reduces the effect of S]749
(56+2% versus 44+7% inhibition at 10 pM in PEGFPcontor and
PEGFP.,.1 respectively, Fig. 6B). Thus, data suggest that SJ749 might
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be even more efficient in tumors expressing high levels of oisP4
integrin and low levels of caveolin-1.

3.5. Caveolin-1 regulates asf3; integrins through the MAP
kinase pathway

Finally, we analyzed how caveolin-1 might affect asf3; integrin
expression starting with pathways known to be involved in caveolin-1
signaling and in as3; integrin regulation, like the mitogen activated
protein kinases pathway. Down-regulation of caveolin-1 induced the
phosphorylation of p44/42-MAPK, whereas total levels of p44/42-
MAPK were unchanged (ratio [phospho-p44/42-MAPK]/[p44/42-
MAPK] increases from 0.7+0.1 to 1.1£0.1% between siRNA¢onero1 and

SiRNA.y-1, Fig. 7A). Conversely, overexpression of caveolin-1 reduces
the phosphorylation of p44/42-MAPK, whereas total levels of p44/42-
MAPK were unchanged (ratio [phospho-p44/42-MAPK]/[p44/42-
MAPK] drops from 0.9+0.1 to 0.6+0.1% between pPEGFP.ontro1 and
PEGFP.ay_1, Fig. 7A). In contrast, phosphorylation of p38-MAPK or JNK/
SAPK-MAPK was not induced under the condition tested (Fig. 7A). To
evaluate the role of p44/42-MAPK in asf3; integrin induction, cells
were treated with the MAPK kinase inhibitor U0126. The induction of
both the as and the (; integrin subunit observed after down-
regulation of caveolin-1 was abolished by U0126 (Fig. 7B). Similar
results were observed for the o, integrin subunit (not shown). No
modulations of the FAK- and [3-catenin-dependent signaling pathway
were observed in our study (not shown). Thus, data suggest that the

Fig. 4. Caveolin-1 regulates osP; integrin expression. (A) ITGA2, ITGA5 and ITGB1 mRNA (a,, as and 1) was determined by qPCR in U87MG transfected transiently with SiRNA¢ontrol OF
siRNA¢.v-1 (100 nM for 72 h) or stably with pEGFP onero1 OF PEGFP4y-1. Histograms represent the percentage of increase or decrease of ITGA2, ITGA5 and ITGB1 mRNA in siRNA¢,y.1- and
PEGFP,,.1-transfected cells versus respective control (i.e. SiRNAcontror and pEGFPontr01) Normalized with the reporter gene, cyclophilin. (B) Expression of oy, ais, 31, caveolin-1 (cav-1 or
GFP-tagged cav-1) and GAPDH was determined by western blot (WB) in U87MG transfected transiently with siRNAcontro1 OF SiIRNA¢,y-1 (100 nM for 72 h) or stably with pEGFPopro) OT
PEGFP..y_1. Western blots are representative of 3-5 independent experiments. Histograms show the percentage of o, as, 31 and caveolin-1 (cav-1) protein expression determined by
densitometry analysis in siRNA.,y.1- and pEGFP,,_;-transfected cells versus respective control (i.e. SiRNAcontrol and PEGFPonero1) Normalized with GAPDH. (C) Expression of as, 31,
caveolin-1(cav-1 or GFP-tagged cav-1) and GAPDH was determined by western blot (WB) in A172 transfected transiently with siRNAo¢ro1 OF SIRNA¢,y-1 (100 nM for 72 h) or stably with
PEGFPontro OF PEGFP,y 1. Western blots are representative of 3-5 independent experiments. (D) Cell surface expression of s and 3; was determined by flow cytometry in U37MG
transfected transiently with SiRNAcontro1 OF SIRNAcay-1 (100 nM for 72 h) or stably with pEGFP onro1 OF PEGFP.,y_1. Secondary antibodies were IgG-Alexa488 for siRNA-transfected cells
and IgG-PE for EGFP-transfected cells. Histograms show the percentage of as and (3, expression determined in siRNAc,y.1- and pEGFP.,,_i-transfected cells versus respective control
(i.e. SiRNAcontrol and PEGFP oniro) Normalized with IgG control. (E) Adhesion of U87MG transfected transiently with siRNAcontrol OF SiRNAcay-1 (100 nM for 72 h) or stably with
PEGFPcontrol OF PEGFP,y-1 was determined using the adhesion assay on poly-L-lysine (PL, 100 pg/ml), fibronectin (FN, 10 pg/ml) and collagen (COL, 10 pg/ml). Histograms show the
percentage of adhesion of siRNA,y.1- and pEGFP,,_;-transfected cells versus respective control (i.e. SiRNAcontror and PEGFPconero1) 0N FN and COL with the non specific adhesion on PL
representing the maximum cell adhesion used for normalization. Data are represented as mean (n=3-5)+SEM (*P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001). (F) Adhesion of ShRNA o101~ and
ShRNA_,y.1-stably transfected U87MG transiently co-transfected with siRNAcontror, SIRNAq2 01 SiRNA, s (100 nM for 72 h) was determined using the adhesion assay on poly-L-lysine (PL,
100 pg/ml) and fibronectin (FN, 10 pg/ml). Western blot show the levels of the o, and o5 integrin subunit and GAPDH in each conditions. Histograms show the percentage of adhesion
on FN with the non specific adhesion on PL representing the maximum cell adhesion used for normalization. Data are represented as mean (n=4-6)+SEM ("*P>0.05, *P<0.05).
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Fig. 4 (continued).
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p44/42-MAPK pathway plays a crucial role in the regulation of o534
integrin by caveolin-1.

4. Discussion
Despite several studies showing that caveolin-1 expression is

increased but variably displayed in astroglial-derived tumors (http://
cgap.nci.nih.gov) [12-17], the biological significance of caveolin-1 in

glioblastoma remains unknown. Our study showed that modulation of
caveolin-1 expression in U87MG greatly modifies the pattern of
growth, clonogenicity and transmigration. The reduction of caveolin-1
expression renders U87MG more proliferative, invasive and increased
their clonogenic capacity. Conversely, increased expression of caveo-
lin-1 slowed down proliferation, clonogenicity and transmigration of
U87MG. Thus caveolin-1 expression seems correlated to glioma
aggressiveness. Importantly, data highlight care that must be taken
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Fig. 5. Involvement of as3; integrin in the phenotypic modulation induced by caveolin-1. (A) ITGA5, ITGB1 and CAV1 (as, 34, caveolin-1) mRNA was determined by qPCR in US7MG
transfected transiently with siRNAconeror OF SiIRNA,y-1 (100 nM for 72 h) or stably with pcDNA¢oneor OF PCDNAys (clones E7 and F8), pEGFPcontror OF PEGFPcay-1, ShRNA oneror OF
shRNA.s (clone D4). Histograms represent the percentage of increase or decrease of ITGAS5, ITGB1 and CAV1 mRNA in SiRNAc.y.1, PCDNAysg7-, PCDNAysps-, EGFPay.q- and
shRNAspa-transfected cells versus respective control (i.e. SIRNAcontror, PECDNAcontrols PEGFPcontrol and ShRNAonro1) Normalized with the reporter gene, cyclophilin. (B) Expression of
Qs, 3, caveolin-1 (cav-1) and GAPDH was determined by western blot (WB) in U87MG transfected stably with pcDNAcontro, PCDNAys (clones E7 and F8), ShRNA pero OF ShRNA, 5
(clone D4). Western blots are representative of 3-5 independent experiments. Histograms show the percentage of as, 31 and caveolin-1 (cav-1) protein expression determined by
densitometry analysis in siRNA¢,y-1-, PCDNAqsg7-, PCDNAqsrs-, EGFPcay-1- and shRNAysps-transfected cells versus respective control (i.e. SiRNAcontrol, PCDNAcontrol, PEGFPcontrol and
ShRNA ontror) Normalized with GAPDH. (C) Proliferation of U87MG transfected transiently with SiRNAcontro1 OF SIRNA¢,y-1 (100 nM for 72 h) or stably with pcDNAontrol OF PCDNAys
(clones E7 and F8), pEGFPontro1 OF PEGFP4y-1, SARNA ool OF ShRNAs (clone D4) was determined at 72 h using the MTS assay. Histograms represent the percentage of proliferation
of siRNAcav-1-, PCDNAysg7-, PCDNAsrs-, EGFPcay1- and shRNAyspas-transfected cells versus respective control (i.e. SiRNAcontrol, PCDNAcontrol, PEGFPcontror and ShRNAcontror)- (D)
Clonogenicity of U87MG transfected transiently with siRNAconeror OF SiRNAcayq (100 nM for 72 h) or stably with pcDNAconeror OF PCDNAys (clones E7 and F8), pEGFPcontro OF
PEGFPcay-1, ShRNAoneror OF ShRNA,s (clone D4) was determined using the clonogenic assay. Histograms represent the percentage of residual clones formed by siRNAcay.1-,
PCDNAysg7-, PCDNAGsks-, EGFPcay.1- and shRNAsps-transfected cells versus respective control (i.e. SiRNAcontrol, PCDNAcontrols PEGFPcontrol and ShRNA ontror) after 72 h growth in 2%-
FCS medium and 6 days regrowth. Data are represented as mean (n=3-5)+SEM (*P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001). (E) Clonogenicity of ShRNAcontroi- and ShRNA.,y.1-stably
transfected U87MG transiently co-transfected with siRNAcontrol, SIRNAq2 or siRNAys (100 nM for 72 h) was determined using the clonogenic assay. Histograms represent the
percentage of residual clones formed by ShRNA,y-1/SiIRNAcontrol SNRNAcontrol/SIRNA2-, SHRNA ontrol/ SIRNAy5-, ShRNA ,y-1/SIRNAG»- and shRNA,,.1/siRNAs-transfected cells versus
ShRNA controt/SIRNAcontror after 72 h growth in 2%-FCS medium and 6 days regrowth. Data are represented as mean (n=7)+SEM ("P>0.05, *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001).
Plating efficiency is 0.4+0.1, 0.6+£0.1, 0.5+0.1, 0.6+0.1, 0.5+0.1 and 0.4+0.1 for ShRNAontrol/SIRNAcontro, SNRNAcay-1/SiIRNAcontro, SNRNAcontrol/SIRNAG2, ShRNAay-1/SIRNAG2,
ShRNA ontrol/SIRNAys and shRNA,,.1/siRNAys respectively.

with strategies that might affect indirectly caveolin-1 in glioma such
as radiation or some chemotherapeutic agents. Induction of caveolin-1
in tumor cells and tumor endothelial cells following radiation
is responsible for the acquisition of a radio-resistance phenotype
[19,20]. Conversely, HDAC inhibitors, proteasome inhibitors or
VEGF receptor inhibitors, which are in clinical trials for glioblastoma
(http://ClinicalTrials.gov) were shown to reduce caveolin-1 levels and
in light of our results might increase glioblastoma aggressivity.
Radiation- or chemotherapy-induced dysregulation of caveolin-1
might therefore critically affect glioblastoma aggressiveness but also
responsiveness to such treatments and partially explain how such
tumors become refractory to treatment. Therefore, identifying more
carefully caveolin-1 signaling pathways in glioblastoma might lead to
identify more active compounds.

Getting further insight into cancer genes/pathways altered by
caveolin-1 manipulation, we showed that only 20% of the genes
probed were affected. Six percent of them were involved in the
regulation of invasive processes among which the proteinase inhibitor
PAI-1. Increased PAI-1 expression was reported in highly invasive
high-grade glioma [21]. In accordance, increased secretion of PAI-1
was observed in caveolin-1-depleted U87MG that exerted enhanced
invasivity. In contrast, forced expression of caveolin-1 reduced both
significantly the invasive capacity of cells and the secretion of PAI-1.
Although the precise role of PAI-1 needs to be clarified, it has recently
been proposed that elevated levels of PAI-1 promote cancer cell
detachment and tumor dissemination by causing internalization of
PAI-1/uPA/uPAR/integrin complex [22,23]. Interestingly, the main
genes affected by caveolin-1 (10%) belonged to the integrin family.
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Fig. 6. Caveolin-1 affects the effect of SJ749 on clonogenicity and transmigration. (A) Clonogenicity of U87MG transfected transiently with siRNAcontror OF SIRNAay-1 (100 nM for 72 h)
or stably with pEGFP onero1 OF PEGFP 4,1 Was determined after 72 h treatment with solvent (H,O/Methanol) or indicated concentration of SJ749 and 6 days regrowth using the
clonogenic assay. Histograms represent the surviving fraction of siRNA.,y-1- and EGFP.,,;-transfected cells versus respective control (i.e. SiRNAontrol and PEGFPcontro1) in the presence
of the solvent or S]J749. Plating efficiency is 0.5+0.2, 0.8+0.3, 0.5+0.1 and 0.3+0.1 for siRNAcontrol, SIRNAcay-1, PEGFPconeror and pEGFP,y.1 respectively. (B) Transmigration of US37MG
transfected transiently with SiRNAonro1 O SiIRNAcy-1 (100 nM for 72 h) or stably with pEGFP¢onero1 OF PEGFPcay-1 Was determined in the presence of solvent (H,O/Methanol) or 10 uM
SJ749 using fibronectin (FN)-coated transwell. Histograms represent the percentage of siRNA.,y.1- and EGFP.,,.;-transfected cells which transmigrated through fibronectin (FN)
versus respective control (i.e. SiRNAcontrol and PEGFPcontror) after 24 h in the presence of the solvent or SJ749. Data are represented as mean (n=3-5)+SEM (*P<0.05, **P<0.01 and

*##4P<(0,001). Representative pictures of 3 independent experiments.

As observed here for PAI-1 but never described before, the expression
of integrins was always inversely correlated to caveolin-1. Data
suggested therefore a regulation of integrins by caveolin-1 at the
transcription level. Integrins represent an important class of hetero-
dimeric cell-adhesion receptors that are involved in various processes
deregulated in many pathologies especially in cancer. Although
caveolin-1 is crucial for integrin signaling and dynamic, the mecha-

nism by which it exerts its control is far from being elucidated.
Historically, caveolin-1 was identified as an adaptor that physically or
functionally linked o; and a5 to growth signaling pathway through
Fyn/Shc [24,25] or ; to adhesion/migration signaling pathways
through src/FAK [26] and as a regulator of integrin trafficking/
internalization [27-29]. However, none of these studies ever men-
tioned the ability of caveolin-1 to control integrin expression at the



S. Martin et al. / Biochimica et Biophysica Acta 1793 (2009) 354-367 365

Fig. 7. Caveolin-1 regulates as3; integrins through the MAP kinase pathway. (A) Expression of phospho-SAPK/JNK, SAPK/JNK, phospho-p44/42-MAPK, p44/42-MAPK, phospho-p38-
MAPK, p38-MAPK and GAPDH was determined by western blot (WB) in U87MG transfected transiently with ShRNA o1 OF SIRNA 4,1 (100 nM for 72 h) or stably with pEGFPop o) OF
PEGFP.,,.;. Histograms represent the ratio (phospho-p44/42-MAPK)/(p44/42-MAPK) in shRNAcontroi, SIRNAcay-1-, PEGFPcontroi- and pEGFPc,y.i-transfected U87MG. Data are
represented as mean (n=3-5)+SEM (*P<0.05 and **P<0.01). (B) Expression of as, 31, phospho-p44/42-MAPK, p44/42-MAPK and GAPDH was determined by western blot (WB) in
U87MG transfected transiently with ShRNAoptro1 OT SIRNA¢,y-1 (100 nM for 72 h) treated either with solvent (DMSO) or U0126 (10 uM) for 24 h. Histograms show the percentage of a5
and B integrin subunit protein expression determined by densitometry analysis normalized to GAPDH. Data are represented as mean (n=4)+SEM (*P<0.05, **P<0.01).

transcription level. Our work focused on as(3; integrins that emerged
recently as a potential antitumor target [14,30-33]. Gain- and loss-
of-function showed that the reverse correlation between caveolin-1
and asP; integrins was observed both at the mRNA and protein level
in at least two different types of glioma cells and in a colon
carcinoma cell line (not shown), with high levels of asp; integrins
in caveolin-1-depleted cells and low levels of as3; integrins in
caveolin-1-overexpressing cells. Although an alteration of caveolin-
1-mediated integrin internalization processes affecting the levels of
integrin present at the cell surface that might involve PAI-1 cannot be
ruled out, caveolin-1 influences asP; integrin gene expression.
Accordingly, caveolin-1 was only recently shown as an indirect
regulator of genes involved in tumorigenesis, like cyclin D1 and
survivin through the p-catenin-Tcf/Lef pathway [7,8,34,35] and the IGF
receptor and BRCA1 through Sp1- and p53-dependent pathway [4,5]
or as a direct regulator through its binding to promoter elements of
growth-associated genes after relocation of caveolin-1 into the
nucleus [36]. As no relocation of 3-catenin into the nucleus and no
alteration either in the expression or in the activity of p53 could
be observed in our study, the involvement of B-catenin- and p53-
dependent pathway seems unlikely (data not shown). asp3; integrins
were also recently shown to be negatively regulated by E-cadherin
through the EGFR/FAK/p44/42-MAPK-dependent signaling pathway
[33]. Although FAK seems not involved in the regulation of as(3;
integrin expression as neither its expression nor its phosphorylation
status was altered by caveolin-1 (data not shown), p44/42-MAPK
seems to play a crucial role. We reported here that loss of caveolin-1
was associated with hyperphosphorylation of p44/42-MAPK.

When blocked using the MAPK kinase inhibitor U0126, the induction
of a5 integrin associated with caveolin-1 depletion was abolished.
Caveolin-1 is well known to interact with p44/42-MAPK through the
CSD (caveolin scaffolding domain) and to inhibit its activity.
Consistent with this action, caveolin-1 KO mice show increased
activation of p44/42-MAPK [37,38]. Therefore we suggest that loss of
caveolin-1 frees p44/42-MAPK from repression allowing induction of
asPq integrin but also probably other genes such as the o, integrin
subunit. Further studies will be needed to decipher the molecular
pathway involved in the regulation of as3; integrin by caveolin-1/
p44/42-MAPK.

The phenotypic alteration observed after caveolin-1 modulation
can be linked to caveolins themselves and the diverse array of
molecules with which it was reported to interact. Our study showed
that the major class of genes modulated by caveolin-1 is the integrin
subfamily. Data suggest that the functionally relevant integrin
regulated by caveolin-1 is the fibronectin receptor asP;. This was
supported by blocking studies showing that increased adhesion and
clonogenicity observed following caveolin-1 down-regulation
remained unaffected by the removal of the o, integrin subunit but
was totally abolished by the removal of the a5 integrin subunit.
Moreover, the consequences of caveolin-1 modulation on prolifera-
tion and clonogenicity could be reproduced by manipulation of o534
integrins. Even subtle up- or down-regulations of s integrin
subunits as those induced by caveolin-1 were sufficient to carry out
the signals initiated by caveolin-1 as no additional effects could be
observed by forcing or abrogating further as expression. Similarly, a
discrete modulation of as mRNA and protein levels induced by
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rMaspin significantly affected the invasive capacity of MDA-MB-435
cells [39]. We previously reported that SJ749, the most selective
nonpeptidic asB; integrin antagonist described so far [32,40,41],
inhibits cell proliferation and anchorage-independent growth of A172
and U87MG without inducing apoptosis [42,43]. The level of asP,
integrin seemed critical in the antagonistic effects of the drug [42,43].
In accordance, although SJ749 significantly reduced clonogenic
survival and transmigration of U87MG, it was more efficient in
highly proliferative and invasive cells (expressing high levels of a3,
integrin and low levels of caveolin-1). Altogether data suggest that
the phenotypic changes (growth, adhesion and transmigration)
resulting from caveolin-1 modulation are indeed mediated by a3,
integrin. This is also supported by some preliminary studies showing
that genes altered by caveolin-1 (identified by PCR array) are
modified to the same extent after asP; integrin modulation. More
importantly, our study is supportive to publications highlighting the
potential role of asB; integrins as therapeutic targets in several
cancers [33,42,44,45].

In conclusion, caveolin-1 regulates growth, clonogenicity and
transmigration of glioblastoma cells. Among the genes targeted by
caveolin-1, we identified osp; integrin as the principal mediator of
caveolin-1 effects. The status of caveolin-1/asP; integrin might be a
useful marker of the tumor behavior with caveolin-1;ow/0tsB1high levels
that would indicate that the tumor is highly proliferative and
infiltrative but highly responsive to as3; integrin antagonists, whereas
caveolin-1p;gn/0tsP110w levels could indicate a delay in tumor progres-
sion and reduced response to the drug. Our data open new aspects in
the understanding of the caveolin-1/as3; integrin partnership in
fundamental cell biology and its contribution to glioma biology.

Appendix A. Supplementary data

Supplementary data associated with this article can be found, in
the online version, at doi:10.1016/j.bbamcr.2008.09.019.
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Manuscrit n°2 : Soumis

Caveolin-1 /abpl integrin / TGFPRI: three interconnected markers identified in
glioblastoma cells allowing a new molecular profiling of human glioma.

Dans cette publication nous mettons en évidence le mécanisme par lequel la cavéoline-
1 régule I'expression de l'intégrine abpl. Nos résultats révelent que la cavéoline-1
module I'activation et I'expression de protéines de signalisations. Ainsi, nhous montrons
que la régulation de l'expression de la sous-unité intégrine ab passe par une voie
dépendante de TGFPRI (TGFPRI - PI3K-AKt - Smad2 - ab) et une voie indépendante
de TGFPRI (ERK-MAPK - AKt - Smad2 - ab). Nous avons également pu montrer le
potentiel thérapeutique d'un nouvel antagoniste de l'intégrine abpl, le K34c, et d'un
inhibiteur de l'activité du récepteur TGFPRI, le SB-431542 dans le traitement des
cellules de glioblastome. Enfin, I'analyse d'échantillons de biopsies de patients atteints
de gliomes a permis de confirmer l'interconnexion entre la cavéoline-1, l'intégrine abp1
et le TGFPRI. Ces derniers constitueraient des marqueurs moléculaires pour
I'identification des sous-groupes patients atteints de gliomes susceptibles de

répondre aux thérapies ciblées (K34c et SB-431542).
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Abstract

Caveolin-1 plays a crucial role in cancer development and progression. Although
caveolin-1 expression is increased in glioma, cavl negative (cavl,) and positive
(cavlnign) cells coexist in glioblastoma. We previously reported that cavliow
glioblastoma cells exerted a more aggressive phenotype than cavlng, cells. Such
phenotype is due to asB; integrins induction that is being freed from repression after
the depletion of caveolin-1. Going further, the role of the TGFB/Smad2 pathway in
the regulation of asB; integrins by caveolin-1 was identified and the consequences in
terms of anti-asB; integrins and anti-TGF@ therapies were analyzed. Finally,
subpopulations of patients suffering glioma were uncovered by performing the
molecular profiling of the three interconnected genes in human biopsies.

Introduction

Caveolin-1 is the principal structural protein of caveolae. Through its ability to
control the subcellular distribution, activity and transcription of various proteins (1-8),
caveolin-1 plays a crucial role in the regulation of several processes altered in
cancer. It is therefore not surprising that sporadic mutations or altered expression of
caveolin-1 are observed during cell transformation, invasion and metastasis.

Among cancer, glioblastoma is the most common intrinsic brain tumor in adults
and is nearly uniformly fatal. Despite advances in neurosurgery, radiation and
medical oncology, the prognosis for patient with glioblastoma did not improve in the
last 30 years with a median survival of 9-15 months (9). Although increased
expression of caveolin-1 seems to be a norm in glioma (10-15), caveolin-1-positive
and caveolin-1-negative cells coexist in half of the glioblastoma (15). We recently
elucidated what contribution each cell type might have on the tumor by manipulating
the level of caveolin-1 in glioblastoma cells. We showed that a loss of caveolin-1
shifted cells towards a more aggressive phenotype as reflected by a higher
proliferative and invasive potential when compared to cells overexpressing caveolin-
1 (16). Looking for genes affected by such manipulations, we showed that caveolin-1
acted as a transcriptional repressor of asP; integrins. The loss of caveolin-1 was
therefore associated with increased levels of asB; integrins so that caveolin-1 and
asB; integrins levels were inversely correlated. asB; integrins were also identified as
principal mediators of cell aggressiveness as blocking asB; integrin expression in
caveolin-1 depleted cells abolished caveolin-1 effect on proliferation, invasion and
clonogenic survival (16). Although being the most aggressive, cells expressing low
levels of caveolin-1 but high levels of asB; integrins were also those exerting the
highest sensitivity toward the non peptidic asB; integrin antagonist, SJ749 (16).

The mechanism by which as3; integrins was regulated by caveolin-1 remained
unsolved. As asfB; integrins are known targets of TGFB (17-19) and as caveolin-1
was identified as a negative regulator of TGF[3 signaling, we investigated the TGF(
pathway in the regulation of asB; integrins by caveolin-1. We identified an ERK-
dependent and a TGFBRI-dependent pathway freed from repression when caveolin-
1 was depleted. Both pathways crosstalked at the level of Smad2 and lead to the
induction of asB; integrins. We also investigated the behavior of as; integrin and
TGFBRI as a function of caveolin-1 in 108 human adult glioma biopsies and
determined the answer of tumors to anti-TGFf or anti-as3; integrin therapies.



Materials and Methods

Cell lines, culture conditions and transfection

Cell lines were cultured in EMEM supplemented with 10% heat-inactivated FCS
and 0.6 mg/ml glutamine (Lonza). U87MG and U373 cell lines were from ATCC. LN-
18, LNT-229, LNZ-308 and LN-319 were a generous gift from Pr M. Hegi (University
of Lausanne, Switzerland).

Chemicals

The compound 34c (2-(S)-2,6-dimethlybenzamido)-3-[4-(3-pyridin-2-ylaminopro
oxy)-phenyl] propionic acid) named K34c was synthesized in our laboratory
according the procedure described by Heckmann et al. (20). U0126 and LY294002
(Cell Signaling) were used at 10 uM for 24 h. SB431542 (Sigma) was used at 10 uM
up to 72 h. TGFB1 (Sigma) was used at 1-2 ng/ml up to 72 h. Activin (MACS Miltenyi
Biotec) was used at 1-2 ng/ml up to 72 h.

Small interfering RNA and plasmids

Non silencing siRNA (siRNAcy), caveolin-1-targeting siRNA (SiRNAcav1), SMAD2-
targeting SIRNA (SiRNAsmas2) and TGFBRI-targeting SIRNA  (SiIRNAtcrgri)
(Dharmacon Research) were transfected at 100 nM for 72 h as recommended. Non
silencing shRNA (shRNA), caveolin-1-targeting ShRNA (shRNAcav1) and as integrin
subunit-targeting shRNA (shRNAgs) subcloned into the pSHAG-MAGICS2 (pSM2)
were from OpenBiosystems. EGFP-tagged caveolin-1 (pEGFPca1) and pcDNAgs
constructs were created as previously described (16). Stable cell lines were obtained
after transfection of 1 (for pEGFP and pcDNA plasmids using lipofectamine 2000
(Invitrogen)) and 2.5 (for shRNA plasmids using Arrest-In™ (OpenBiosystems)) ug of
each plasmid and selection with adequate antibiotics (G418 for pEGFP and pcDNA
plasmids and puromycine for shRNA plasmids).

Real-time quantitative PCR

RNA was extracted as previously described (16). Real-time quantitative PCR was
performed using the ABI7000 SYBRGreen PCR detector with the probes (Invitrogen)
described in supplementary data 1. Relative levels of mMRNA gene expression were
calculated using the 222" method (21).

Western blot

Cells were lysed 30 min on ice in ice-cold lysis buffer (1% Triton-X100, NaF 100
mM, NaPPi 10 mM, NazVO, 1 mM in PBS, supplemented with Complete anti-
protease cocktail; Roche). Protein (10 pg) was separated by SDS-PAGE (BioRad)
and transferred to PVDF membranes (Amersham). For phosphorylation detection,
cells were directly lysed in Laemmli buffer (BioRad) supplemented by -
mercaptoethanol (1:20). Blots were probed with anti-as, anti-B; and anti-GAPDH
(Chemicon), anti-caveolin-1 and anti-TGFBRI (Santa Cruz Biotchnologies), anti-
phospho-ERK-1/2, anti-ERK-1/2, anti-phospho-Smad?2, anti-Smad?2/3, anti-phospho-
Akt, anti-Akt (Cell Signaling) followed by the HRP-conjugated antibodies (1:10000,
Promega). The proteins were visualized with enhanced chemiluminescence.

Clonogenic assay

After attachment (250 cells/well, 6 well plate), cells were treated 72 h with solvent
(DMSO), SB431542 (5 or 10 uM), K34c (10 or 30 uM) or a combination of both in
2%-FCS containing medium. Medium was refreshed and cells were allowed to
regrow in fresh medium containing 10% FCS for 6 days. Clonogenic survival was
determined as previously described (16).



Quantification of Human TGFR1

Cells were plated at 3.10° cells/well in 60mm Petri dishes and grown in serum-
free medium for 24 and 72h. Supernatant were collected and activated TGF1 was
measured using the Quantikine® human TGFB1 immunoassay according to
manufacturer’s instructions (R&D Systems). Results are expressed as ng of TGFB1
produced per ml of supernatant.

Tumor banking, patient characteristics and k-means clustering analysis

108 adult brain tumors were collected from January 2004 to April 2008. The study
was conducted in accordance with the Declaration of Helsinski and each patient was
entered in the study after his/her consent. All population characteristics are
summarized in the supplementary data 2. Biopsies were fresh-frozenin the
operating room and stored at -80°C. Each sample was histologically analyzed by the
pathologist to determine the tumor diagnostic and the percentage of cancer cells.
Control tissues were obtained from epileptic surgery. RNA were purified with
RNeasy Mini Kit (Qiagen). RNA concentrations were quantified by fluorometry. The
guality of RNA was assessed by the RNA LabChip® kits using an Agilent 2100
bioanalyzer. RNA were transcribed into cDNA as described previously (16). Real-
time quantitative PCR was performed using the ABI7000 SYBRGreen PCR detector
with the probes described in supplementary data 1.

In order to pool patients into homogenous groups in respect to their levels of
CAV1, TGFBRI and ITGA5, k-means clustering procedure, which aims to partition
the points into K groups such that the sum of squares from point to the assigned
cluster centers is minimized, has been performed (22). Because it could clinically
make sense, and strengthen by a local maximum of the Calinski criterion, we choose
to divide the data in three 3-D-clusters.

Statistical analysis

Data are represented as mean + SEM. In all cases, n refers to the number of
independent experiments. Statistical analyses were done with the Student’s t-test
and ANOVA where P < 0.05 was considered significant.

Results

Caveolin-1 modulates the TGFB/TGFBRI/Smad2 pathway.

To directly asses the role of caveolin-1 in the regulation of TGF secretion, the
TGFB receptor (TGFBRI) expression and/or signalling reflected by the
phosphorylation status of its downstream effector Smad2, we used the human
glioblastoma cell line U87MG depleted in or overexpressing caveolin-1 established
in the laboratory (16). Depletion of caveolin-1 significantly increased the secretion of
TGFB1 as early as 24h (Fig. 1A). In contrast, overexpression of caveolin-1
significantly decreased the secretion of TGFB1 (Fig. 1A). Depletion of caveolin-1 up-
regulates the expression of TGFBRI and increases the phosphorylation of Smad2
(Fig. 1B). Conversely, overexpression of caveolin-1 downregulates the expression of
TGFBRI and decreases the phosphorylation of Smad2 (Fig. 1B). Data suggest that
the secretion of TGFB1 and the activity of the TGFBRI/Smad2 pathway is inversely
correlated to caveolin-1 expression as already observed for as; integrin (16).

As we identified asB; integrin as the principal mediator of caveolin-1 effects in
glioblastoma cells (16), we assessed their role in U87MG depleted in or
overexpressing asP; integrins. Overexpression of the as integrin subunit up-regulates
the expression of TGFBRI without affecting the phosphorylation of Smad2 (Fig. 1C).
Conversely, downregulation of the as integrin subunit decreases the expression of



TGFBRI without affecting the phosphorylation of Smad2 (Fig. 1C). Data suggest that
although asP; integrins are able to regulate the expression of TGFBRI, they seem
unable to activate its downstream effector Smad2. Results also suggest that the
activation of the TGFBRI/Smad2 pathway is involved in caveolin-1 signaling and not
secondary to the induction of asf; integrins following caveolin-1 depletion.

Although depletion of caveolin-1 did not affect the level of TGFBRI in another
glioblastoma cell line, U373, an up-regulation of asB; integrin and an increase of
Smad?2 phosphorylation was observed (Fig. 1D).

Altogether, data suggest that the activation of the Smad2 pathway accompanied
or not by an increased expression of the TGFBRI is a common feature in
glioblastoma cells undergoing caveolin-1 depletion or expressing low levels of
caveolin-1.

Caveolin-1 modulates asB; integrins through the TGFB/Smad2 pathway

To clarify the involvement of the TGFB/Smad2 pathway in the transcriptional
regulation of asP; integrins by caveolin-1, cells were treated with an inhibitor of
TGFBRI, SB431542. The induction of both as and B, integrin subunits observed after
depletion of caveolin-1 as well as the phosphorylation of Smad2 were abolished by
SB431542 at the protein level (Fig. 2A) as well as at the mRNA level (Fig. 2B).
Similarly, the induction of both as and [; integrin subunits observed after
downregulation of caveolin-1 was abolished in U373 by SB431542 at the protein
level (Fig. 2C).

As SB431542 might act on ALK-4 (or activin type | receptor), ALK-5 (or TGFp
type | receptor) or ALK-7 (or nodal type | receptor), USB7TMG cells were exposed to
either TGFB1 or activin to investigate the effect of both growth factors on asf;
integrin expression. Concentrations used were similar to those achieved after
depletion of caveolin-1 in UB7MG as determined in Fig. 1A. U87MG shows increased
asB1 integrin expression when exposed 72 h to various concentration of TGFB1 (Fig.
2D). Under similar conditions, no alteration of asB; integrin or caveolin-1 expression
was observed in response to activin (Fig. 2D). Altogether, data confirm that caveolin-
1 controls asPB; integrin expression specifically through the TGFBRI/Smad2 pathway.

Caveolin-1 controls asB; integrins expression through ERK-dependent Smad?2
and Akt-dependent Smad2 pathways

R-Smad phosphorylation can be mediated directly through TGF@ receptors or
through the ERK pathway (23). As we previously implicated ERK in the regulation of
0sB1 integrin expression by caveolin-1 (16), cells were treated with the MEK inhibitor,
U0126. The enhanced expression of as and (3; integrin subunits and phosphorylation
of ERK, Akt and Smad2 observed after downregulation of caveolin-1 were abolished
by U0126 (Fig. 3A). U0126 did not affect the induction of TGFBRI expression
following the depletion of caveolin-1 (Fig. 3A). Conversely, the enhanced
phosphorylation of ERK observed after downregulation of caveolin-1 was not
affected by the blockade of the TGFBRI using SB431542 (Fig. 3B). Data suggest that
ERK activates Smad2 independently of the TGFBRI pathway following caveolin-1
depletion.

Smads proteins are also potential target of the PI3K/Akt pathway (24). We
studied its involvement using the PI3K inhibitor, LY294002. The enhanced
expression of as and B; integrin subunits and phosphorylation of Akt and Smad2
observed after downregulation of caveolin-1 were abolished by LY294002 (Fig. 3C).
LY294002 did not affect the induction of either TGFBRI expression or ERK
phosphorylation induced by the depletion of caveolin-1 (Fig. 3C). Conversely, the



enhanced phosphorylation of Akt observed after downregulation of caveolin-1 was
abolished by the blockade of the TGFBRI using SB431542 (Fig. 3D). Data suggest
that Akt activate Smad2 dependently of TGFBRI following caveolin-1 depletion.

Altogether, results point out two Smad2-dependent signaling pathways by
which caveolin-1 controls asB; integrin expression; one independent of the TGFBRI:
caveolin-1-ERK—Smad2—asB; integrin and one dependent of the TGFRBRI:
caveolin-1-TGFBRI—Pi3K/Akt—Smad2—asB; integrin. As the enhanced
phosphorylation of Akt was abolished by U0126, it seems that both pathway are
interconnected through ERK. Finally, the regulation of TGFBRI expression by
caveolin-1 is independent of both ERK and Akt.

asB; integrins antagonists and TGFB/Smad2 inhibitors significantly reduce the
clonogenic survival of human glioblastoma

We next investigated the effect of the asf; integrin antagonist K34c and the
TGFBRI inhibitor SB431542 alone or in combination in US7MG expressing low levels
of caveolin-1 but high levels of asB; integrins and TGFBRI/SMAD2. K34c (Fig. 4A)
and SB431542 (Fig. 4B) dose-dependently reduced the surviving fraction of
caveolin-1-depleted cells without affecting control cells. The combination of both
inhibitors did not induce further reduction of the surviving fraction (Fig. 5C). Data
comfort our previous study (16) suggesting that asf; integrin antagonists might be
more efficient in highly aggressive tumors expressing high levels of asB; integrin.
Additionally they also revealed that tumors expressing high levels of asf; integrin,
strong TGFB/Smad2 activity and low levels of caveolin-1 will be more responsive to
therapies with TGFBRI/Smad2 inhibitors.

Caveolin-1 is inversely correlated to asB; integrins and the TGFB/Smad2
pathway in glioblastoma cell lines as well as in human brain tumor biopsies

To determine if asB; integrin, caveolin-1 and TGFBRI/Smad2 expressions are
correlated, we measured their expression by western blot in five additional human
glioblastoma cell lines. A significant negative correlation between the as integrin
subunit and caveolin-1 was found (Fig. 4A, r>=0.837; p=0.03, n=3). Although the
correlation test was not significant between phospho-Smad2/TGFBRI and caveolin-1
(Fig. 5A), data clearly evidenced a trend towards low expression levels of the as
integrin subunit, Smad2 and TGFBRI when caveolin-1 is overexpressed.

To determine if such a trend is clinically relevant, variation of asf; integrins,
caveolin-1 and TGFBRI was studied in 108 human brain biopsies by qPCR. ITGA5,
ITGB1, CAV1, and TGFBRI were expressed at similar levels in nonneoplastic brain
tissues and gradually increased with the tumor grade (Fig. 5B), suggesting that the
general tendency is a parallel increase of the expression levels of these genes with
the tumor aggressivity.

To check for sub-populations of patients that would not fit with this global trend,
K-means clustering analysis were performed in order to gather patients with
homogenous subgroups in respect to the levels of ITGA5, CAV1, and TGFBRI. We
identified 3 clusters of patients. The first one (cluster I, black dots, Fig. 5C-D)
gathered patients with low levels of expression of all 3 genes compared to the two
other subgroups. It gathered 71% of the samples among which 100% of the non
tumoral samples (Fig. 5D). In contrast to cluster I, the levels of expression of all 3
genes were higher in cluster Il (green dots, Fig. 5C) and cluster Il (red dots, Fig.
5C). Cluster Il and 11l were not similarly distributed in the 3D graphic. Cluster Il was
localized in an area of lower CAV1 expression but higher ITGA5 and TGBRI
expression when compared to cluster Il that rather localized in an area of higher



CAV1 expression but lower ITGA5 and TGBRI expression (Fig. 5C). 12% and 17%
of the samples were grouped in cluster Il and Il respectively (Fig. 5D). Analysis of
the population parameters allowed us to show an strong enrichment in the proportion
of patients distributed in cluster Il during tumor progression (0%, 11% and 26% of
patients with grade Il, 1l and IV glioma respectively, Fig. 5D) balanced by a reduction
of patients distributed in cluster | (86%, 71% and 41% of patients with grade II, 1lI
and IV glioma respectively, Fig. 5D) with only small changes in cluster Il (14%, 18%
and 23% of patients with grade II, lll and IV glioma respectively, Fig. 5D). For adult
patients, cluster Il and Il gathered 14% grade Il tumors, 29% of grade IIl tumors and
49% of grade IV tumors. Altogether, data suggest that a reverse correlation in the
expression of all three genes exists between tumors in cluster Il and Ill. Tumors
gathered in cluster Il and 11l seems to take advantage on those represented in cluster
I during tumor progression to finally represent half of the tumors of high grade.

Discussion

Caveolin-1 was identified as a negative regulator of the TGFB signaling in
fibroblasts (25-27) and epithelial cells (28). A loss of caveolin-1 associated to a
hyperactivation of Smad2 triggered an early stage of epithelial to mesenchymal
transformation (EMT) (28). It is to date the first study reporting a physiologically
relevant role for caveolin-1 in a TGFB-mediated cellular process. Such connection
remained unexplored in cancer cells especially in glioma. We reported here that
when overexpressed, caveolin-1 represses all components of the TGF signaling in
high grade glioma cells. Conversely silencing caveolin-1 resulted in constitutive
TGFB/Smad2 signaling suggesting that caveolin-1 expression was inversely
correlated to the activation status of the TGFB/Smad2 pathway. TGF@, a cytokine
frequently expressed by malignant brain tumor cells and microglia, induces survival
advantage by enhancing growth, invasion, angiogenesis and immune paralysis (29).
Knock-down of TGFBR abolished TGFB-induced glioblastoma invasiveness (30) and
high phospho-Smad?2 level is a poor prognosis marker in glioma (31). The TGFf
pathway is acting as an oncogenic factor in glioma and has an important role in
glioma progression. We previously reported that glioblastoma cells depleted in
caveolin-1 are highly proliferative and infiltrative conversely to those overexpressing
caveolin-1 (16). It would be tempting to speculate that the TGFB pathway might
convey such phenotype if we had not clearly identified asB; integrin as the mediator
of caveolin-1 effect in glioblastoma (16).

Manipulation of caveolin-1 in glioblastoma cells showed that caveolin-1
represses asf; integrin expression at the transcriptional level (16). Similarly to what
observed for TGFB pathway, depletion of caveolin-1 was associated to increased
levels of asB; integrin and vice versa (16). Exogenous TGFB1 was reported to
enhance expression of several integrin subunits among which as and 31 integrins (18,
19, 32-34). We hypothesized that the TGFB pathway might play a role in the
signaling mechanism by which caveolin-1 regulates asB; integrin. Inhibition of
TGFBRI blocked the induction of asB; integrin expression following caveolin-1
depletion. Using similar concentrations as those produced by caveolin-1 depleted
cells, we showed that TGFB1 but not activin lead to the induction of asB; integrin.
Data are to our knowledge the first to show the involvement of TGF3 pathway in the
regulation of asfB; integrin expression by caveolin-1 in glioblastoma.

Several mechanisms of asB; integrin regulation by TGF3 were identified (34-36).
Although, the classical signaling cascade after interaction of TGF@ with its receptors
is through Smad, TGFB may signal through other pathways (ERK, PI3K, and p38).



Moir et al. reported an ERK-dependent induction of asB; integrin by TGFB in human
airway smooth muscle (36). Similarly, we reported that ERK activation observed
after the loss of caveolin-1 controlled asP; integrin expression (16). Although
hyperphosphorylation of Smad2 observed after caveolin-1 depletion was abolished
by the MEK/ERK inhibitor, activation of ERK observed in sShRNA4,1-U87MG was not
affected by the TGFBRI inhibitor. Data argued in favour of a TGFBRI-independent
ERK-dependent activation of Smad2. As caveolin-1 represses ERK activity by a
direct interaction via the CSD, we hypothesized that loss of caveolin-1 frees ERK
from repression allowing induction of Smad2 independently of TGFBRI. In
accordance, Funaba et al. reported a direct phosphorylation of Smad2 by ERK
resulting in the stabilization of Smad2 and an increase of its transcriptional activity
(37). Looking for a TGFBRI-dependent signaling pathway leading to the activation of
Smad?2, we identified Pi3K/Akt. Bakin et al. showed a Pi3K/Akt-dependent activation
of Smad2 in the EMT of mammary epithelial cells induced by TGFB (24). Blocking
the hyperphosphorylation of Akt observed after caveolin-1 depletion with the PI3K
inhibitor prevented the activation of Smad2 and the induction of as[3; integrin without
affecting ERK. Caveolin-1 being also a negative regulator of TGFBRI activity, the
loss of caveolin-1 might also free TGFBRI from repression allowing signal
transduction. Therefore, asB1 integrin expression is not regulated by a single Smad2-
dependent pathway but two, one being ERK-dependent/TGFBRI independent and
the other being TGFBRI/Pi3K/Akt-dependent.

How effective would anti-TGFBR/TGFBR/Smad or anti-as@3; integrin therapies be in
subgroups of GBM exerting such distinct molecular pattern? Antagonizing the
biological effect of TGFR/TGFBR/Smad has become a potential experimental
strategy to treat glioblastoma. Anti-TGFBR therapies have shown promise in
preclinical and early clinical studies (38-40) and seems to improve survival rates
compared with conventional chemotherapy (41). Concerning osf3; integrins, several
publications including ours highlight their potential role as therapeutic targets in
several cancer including glioma (16, 42-46). We showed that antagonizing TGFBRI
or asB: integrins more efficiently blocked the surviving of glioblastoma cells
expressing caveolin-1iow/asBinigh/ TGFBRRInign levels. Similar results were already
obtained using another asB; integrin antagonist, SJ749 (16). Therefore, anti-
TGFB/TGFBR/Smad or anti-asP; integrin therapies would be more beneficial for
patients presenting the most aggressive subtype of glioblastoma. Combining two
pharmacological approaches that aim a common molecular target has no advantage
in terms of potency to block cell surviving. However, our study opens new aspect in
terms of an alternative treatment to anti-TGFf( therapy already in clinical trial that
might be proposed to patient in case of failure or resistance to such treatment. As we
and others found that as; integrins are promising therapeutic targets in glioma and
as we reported here that asB; integrins are controlled by caveolin-1 through the
TGFBR/Smad pathway, anti-osB; integrin therapies might produce similar
therapeutical effects than anti-TGFB therapies. Altogether, data suggest that the
molecular profiling of glioma using our markers might be a useful predictor of the
response to anti-TGFB/TGFBR/Smad or anti-asP; integrin therapies and might be
taken into account in future clinical trials.

Finally, knowing that caveolin-1-positive and caveolin-1-negative cells coexist
among glioblastoma (15), we postulated that such specimens exert variable levels of
asB1 integrin expression and TGFB/Smad activity since both are inversely correlated
to caveolin-1. Although significant reverse correlations could be established using
various human glioblastoma cell lines that are homogenous at the molecular level,



none was found when processing human brain tumor biopsies globally. Using the k-
means clustering analysis on adult glioma, specimens were subgrouped into 3
clusters. Cluster | concentrates 1- samples with equal and low levels of all three
genes, 2- 100% of adult non neoplastic brain tissue samples and 3- a majority of the
patient samples. Cluster Il and Ill concentrate samples with higher levels of all three
genes. But both clusters are not similarly distributed in the 3D graphic: cluster Il was
localized in an area of lower CAV1 expression but higher ITGA5 and TGBRI
expression  (CAV1ow/ITGAShgh/TGFBRIhgn) when compared to cluster 1l
(CAV1high/ITGAS50W/ TGFBRIow). In adult glioma, cluster 1l and Il gathered
respectively all grade merged 14% and 18% of the patients. Both clusters gathered
14%, 29% and 49% of the patients suffering respectively grade I, Ill and IV glioma.
Such tumors are strongly represented in high grade glioma. Subgroups of
glioblastoma showing strong or weak patterns of TGFB activation were recently
documented. Glioblastoma with strong TGF( activation also exerted high expression
of many molecules involved in integrins signaling including the B; integrins (17). In
relation with our findings, data take all its importance and suggest that the integrin
signaling is indeed under the transcriptional control of TGFB in human glioblastoma.
We observed that the proportion of patients in cluster Il increased dramatically from
0% in grade Il to 26% in grade IV tumors, supposing that the loss of caveolin-1
associated to the gain of as integrin subunit and TGFBRI reflects an increased
aggressivity of such tumors. In support, we showed that glioblastoma cells exerting
similar molecular profile are the most aggressive (16). Additionally, overexpression of
tumor associated protein among which TGF@ and hyperactivation of Smad2 are
associated with a poor prognosis in glioma (31, 47). Turning to asP; integrin, its
expression is related to the tumor stage of glioma and the integrin signaling is part of
the functional networking of glioblastoma (48, 49). Altogether, data suggest that the
molecular profiling of glioma using 3 interconnected markers might also be a useful
predictor of the tumor behavior and its prognosis.

In conclusion, caveolin-1 controls asB; integrin  expression through an
ERK/Smad2-dependent pathway and a TGFBRI/Pi3K/Akt/Smad2-dependent
pathway. The status of caveolin-1/asB3; integrins/TGFBRI might be a useful marker of
the tumor behavior and its prognosis as well as a predictor of anti-TGFB or anti-asf3;
integrin therapies. Our data open new aspects in the understanding of the caveolin-
1/asB; integrin/ TGFBRI partnership in fundamental cell biology and its contribution to
glioma biology.
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Figure legends

Fig. 1. Caveolin-1 modulates the TGFBL/TGFBRI/Smad2 pathway. (A) Secretion
of TGFB1 in shRNAc-, ShRNAcav1-, PEGFP¢y- or pPEGFP¢a,1-U87MG was measured
by immunoassay. Histograms show ng of TGFB1 secreted per ml of supernatant
(n=4-6, *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001). (B-C) Expression of TGFBRI, phospho-
Smad2, Smad2 and GAPDH was determined by western blot (WB) in shRNAg-,
ShRNAcavi- PEGFPyi- or pPEGFPcav1, ShRNAcy-, ShRNAgs- PCDNAgy- or pcDNAgs-
U87MG. Histograms show the fold increase in the protein expression or
phosphorylation determined by densitometry analysis (n=3-5, *P<0.05, **P<0.01).
(D) Expression of as integrin subunit, B; integrin subunit, caveolin-1, TGFBRI,
phospho-Smad2, Smad2 and GAPDH was determined by western blot (WB) in
SIRNA- and SiRNA¢ay1-U373 (n=3-5). Histograms show the fold increase in the
protein expression or phosphorylation determined by densitometry analysis (n=3-5,
*P<0.05 and **P<0.01).

Fig. 2. Caveolin-1 modulates asB; integrins through the TGFB/Smad2 pathway.
(A) Expression of as integrin subunit, B; integrin subunit, phospho-Smad2, Smad2
and GAPDH was determined by western blot (WB) in sShRNA.y- and shRNAca:-
U87MG treated 72h with solvent (DMSO) or SB431542 (10 uM). Histograms show
the fold increase in the protein expression or phosphorylation determined by
densitometry analysis (n=4, *P<0.05, *P<0.01). (B) Histograms represent the fold
increase in ITGA5 and ITGB1 mRNA in shRNAgy- and shRNA,:-U87MG treated
72h with solvent (DMSO) or SB431542 (10uM). (C) Expression of as integrin subunit,
B1 integrin subunit, phospho-Smad2 and GAPDH was determined by western blot
(WB) in siRNAcy- and SiRNAg1-U373 treated 72h with solvent (DMSO) or
SB431542 (10 uM). (D) Expression of as integrin subunit, caveolin-1 (cavl) and
GAPDH was determined by western blot (WB) in U87MG treated 72h with solvent
(DMSO), TGFB1 (1 and 2 ng/ml) or activin (1 and 2 ng/ml). Histograms show the fold
increase in the protein expression determined by densitometry analysis (n=4,
*P<0.05, *P<0.01, **P<0.001).

Fig. 3. Caveolin-1 controls a5B1 integrin expression through ERK-dependent
Smad?2 and Akt-dependent Smad2 pathways. (A) Expression of as integrin subunit,
B1 integrin subunit, phospho-ERK, ERK, phospho-Akt, Akt, phospho-Smad2, Smad2,
expression of TGFBRI and GAPDH was determined by western blot (WB) in
ShRNA:y- and shRNA¢a,1-U87MG treated 24h with solvent (DMSO) or U0126 (10
MM). Histograms show the fold increase in the protein expression or phosphorylation
determined by densitometry analysis (n=3-6, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001). (B)
Expression of phospho-ERK, ERK, and GAPDH was determined by western blot
(WB) in shRNA¢- and shRNA¢a1-U87MG treated 24h with solvent (DMSO) or
SB431542 (10 uM). Histograms show the fold increase in the protein expression or
phosphorylation determined by densitometry analysis (n=4, **P<0.01). (C)
Expression of as integrin subunit, B; integrin subunit, phospho-Akt, Akt, phospho-
ERK, ERK, phospho-Smad2, Smad2, expression of TGFBRI and GAPDH was
determined by western blot (WB) in shRNA.y- and shRNA¢a1-U87MG treated 24h
with solvent (DMSO) or LY294002 (10 pM). Histograms show the fold increase in the
protein expression or phosphorylation determined by densitometry analysis (n=4-7,
*P<0.05, **P<0.01, **P<0.001). (D) Expression of phospho-Akt, Akt and GAPDH
was determined by western blot (WB) in ShRNA:y- and shRNA:a1-U87MG treated
24h with solvent (DMSO) or SB431542 (10 pM). Histograms show the fold increase
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in the protein expression or phosphorylation determined by densitometry analysis
(n=4, *P<0.05).

Fig. 4. asB, integrin antagonists and TGFB/Smad2 inhibitors significantly
reduce the clonogenic survival of human glioblastoma. (A) shRNA- and
ShRNA:a1-U87MG were treated 72 h with solvent (DMSO) or K34c (10 or 30 puM);
(B) with solvent (DMSO) or SB431542 (5 or 10 uM); (C) with solvent (DMSO) or a
combination of K34c (10 puM) and SB431542 (5 puM). Histograms represent the
surviving fraction of ShRNAa1- versus shRNAy-transfected cells in presence of the
solvent or drugs. Plating efficiency are 0.4+0.1, and 0.6£0.1 for shRNA; and
ShRNAav1 respectively (n=5-8, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001).

Fig. 5. Caveolin-1 is inversely correlated to asB; integrins and the TGFR/Smad?2
pathway in several glioblastoma cell lines as well as in human brain biopsies.
(A) Expression of as integrin subunit, B; integrin subunit, caveolin-1 (cavl), phospho-
Smad2, Smad2, TGFBRI and GAPDH was determined by western blot (WB) in LN-
18, LNT-229, LNZ-308, LN-319, US7MG and U373 and analyzed by densitometry
analysis. Plot show the reverse correlation between indicated proteins (n=3,
*P<0.05). (B) Table representing the fold increase in ITGA5 (as integrin subunit),
ITGB1 (B integrin subunit), CAV1 (caveolin-1) and TGFBRI mRNA in 108 adults
human brain tumor biopsies from various grade. (C) K-means clustering analysis of
ITGA5, CAV1 and TGFBRI. Black dots=cluster |, green dots=cluster Il and red
dots=clusterlll. Right table represents the cluster centers or the average fold
increase into brackets. (D) Table identifies the tumor origin in each cluster as well the
number and percentage of samples in each cluster.
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Supplementary data 1. Probes used for gPCR analysis.

Probes Forward Reverse

cyclophilin | 5-CAGGTCCTGGCATCTTGTCC-3’ 5-TTGCTGGTCTTGCCATTCCT-3’
ITGA5 5-GGGCAGCAGGACAGGGTTAC-3’ 5-GCCTTGCCAGAAATAGCTTCC-3’
ITGB1 5'-CAAA TTGTGGGTGGTGCACA-3’ 5-TGGAGGGCAACCCTTCTTT-3’
CAV1 5'-ACCGCGACCCTAAACACCTC-3’ 5-CCTTCCAAATGCCGTCAAAA-3’
TGFBRI 5'-CCACAGAGTGGGAACAAAAAGG-3' | 5-GTCAGCACGTTTGAAGGATTCA-3'

Supplementary data 2. Table shows tumor types, median age, sexe and the number of patients
used for the study.

Tumor type Median age Sexe Number of patient
Non tumoral 29 M:7/F:8 17
Adult glioma grade Il 50 M:17/F: 4 21
Adult glioma grade Il 45 M: 19/ F: 17 38
Adult glioma grade IV 59 M: 16/ F: 17 35

Supplementary data
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