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Résumé

Résumé

Le glioblastome multiforme (GBM) est une tumeur cérébrale hautement réfractaire au
traitement. Ces derniéres années 1'utilisation du témozolomide (TMZ), un agent alkylant, couplé a la
radiothérapie a permis d’augmenter la survie des patients mais celle-Ci reste en moyenne inférieure a
un an. Au cours de cette these, nous nous sommes intéressés dans un premier temps au role des
protéines pro-apoptotiques Bax et Bak dans I’apoptose induite par le TMZ. Nous avons pu mettre en

évidence un role proéminent de I’axe Mcl-1/Bak dans I’induction de I’apoptose en réponse au TMZ.

Le récepteur a tyrosine kinase EGFR est impliqué dans I’oncogenése des GBMs primaires
(35-45% d’amplification) mais aussi dans la résistance au traitement. Dans un second temps nous
avons donc analysé 1’expression de ligands d’EGFR et mis en évidence une surexpression du HBEGF
en réponse au TMZ dans deux lignées n’exprimant pas I’enzyme de réparation MGMT principal
facteur de résistance au TMZ. Contre-intuitivement le HBEGF n’a pas de role dans la résistance mais
s’est révélé étre impliqué dans la dégradation de Mcl-1 induite par le TMZ. Ce r6le est indépendant de
I’activité de ’EGFR. Nos résultats suggérent I’implication de la protéine cochaperonne BAG-1 et de
la déubiquitinase USP9X dans ce mécanisme.

Globalement, nos résultats identifient Bak comme 1’inducteur principal de 1’apoptose apres un
traitement par le TMZ, proposent un nouveau mécanisme de dégradation de Mcl-1 et mettent en avant
un réle du HBEGF dans la réponse au traitement indépendamment de son récepteur EGFR. De plus,
ils identifient BAG-1 comme partenaire privilégié du HBEGF et I’implique dans la régulation de Mcl-
1 par sa déubiquitinase USP9X.

Mots-clés : glioblastome, témozolomide, apoptose, Mcl-1, HBEGF



Abstract

Glioblastoma multiforme (GBM) is a cerebral tumor highly refractory to treatment. Over the
past years the akylating agent temozolomide (TMZ) associated with radiotherapy has improved the
survival of patients but overall survival is still inferior to one year. During this thesis, we first examine
the role of pro-apoptotic proteins Bax and Bak in TMZ-induced apoptosis and highlighted the major
role of Mcl-1/Bak axis in TMZ mediated apoptosis.

The tyrosine kinase receptor EGFR is implicated in primary GBMs oncogenesis (35-45% of
amplification) and in resistance to treatment. Then we analyzed expression of EGFR ligands and
founded an up-regulation of HBEGF in response to TMZ in two cell lines without expression of the
repair enzyme MGMT the main resistance factor to TMZ. Counter-intuitively HBEGF is not involved
in resistance but in TMZ-induced Mcl-1 degradation. This role is independent of EGFR activity.
Implication of HBEGF in Mcl-1 degradation has no effect on caspases activity after TMZ treatment.
Among the few known intracellular partners of HBEGF the chaperone protein BAG-1 is implicated in
Mcl-1 expression maintenance. Indeed BAG-1 regulates Mcl-1 through its deubiquitinase USP9X.
TMZ enable HBEGF/BAG-1 interactions and disable USP9X/Mcl-1 interactions.

Our results then identify Bak as the main apoptosis inducer in response to TMZ, propose a
new mechanism for the induced degradation of Mcl-1 and highlight a new role of HBEGF
independently of its receptor EGFR. Moreover they identify BAG-1 as a favored partner of HBEGF et
implicate it in Mcl-1 regulation via its deubiquitinase USP9X.

Keywords : glioblastoma, temozolomide, apoptosis, Mcl-1, HBEGF
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Introduction générale

Introduction générale

La thématique de notre laboratoire est centrée sur 1’é¢tude des mécanismes
apoptotiques dans le glioblastome multiforme. Ce cancer du systeme nerveux central
représente un défi thérapeutique de par sa localisation intracranienne, son hétérogénéité
caractéristique et sa résistance a la radio/chimiothérapie. C’est pourquoi notre équipe
s’articule autour de quatre axes de recherche 1) les mécanismes de méthylation de I’ADN, 2)
la caractérisation des cellules souches, 3) la dérégulation du métabolisme et 4) I’influence des
facteurs solubles. Ainsi ce travail de these s’inscrit dans le quatriéme axe et s’est intéressé au
role des ligands d’EGFR dans la résistance au témozolomide (TMZ), principal agent de

chimiothérapie utilisé dans le glioblastome.

Dans une premiére partie de notre travail, nous avons étudié les mécanismes
apoptotiques impliqués dans la mort induite par le TMZ. En effet le TMZ est capable
d’induire I’apoptose, I’autophagie et la sénescence des cellules de gliome. Les acteurs de 1a
famille des protéines anti- et pro-apoptotiques Bcl-2 impliqués dans 1’apoptose induite par le
TMZ ne sont pas connus. Nos résultats montrent que les deux principaux acteurs pro-
apoptotiques Bax et Bak ont des roles non redondants dans I’induction de I’apoptose par le
TMZ. En effet le TMZ induit une dégradation de Mcl-1 et 1’apoptose qu’il induit est
fortement dépendante de Bak et non de Bax. En parallele nous avons étudié 1’induction de

I’autophagie par le TMZ, puisque ce phénomene est couramment décrit dans la littérature.

Dans une deuxiéme partie, nous nous sommes intéressés a la résistance au TMZ et
notamment a I’implication de ’enzyme MGMT et de ’EGFR. Le seul facteur prédictif de
réponse au TMZ dans le GBM est le statut de méthylation du promoteur du gene MGMT. Ce
gene code pour I’enzyme de réparation MGMT qui est capable de retirer les adduits méthyls
du TMZ sur I’ADN et ainsi de prévenir les cassures double brin. Le récepteur au facteur de
croissance épidermique (EGFR) quant & lui est une cible majeure dans I’oncogenése des
glioblastomes ainsi que dans la résistance au traitement. Pourtant les essais cliniques testant
des thérapies ciblées contre ’EGFR dans le glioblastome ont eu des résultats décevants alors
que ces mémes therapies étaient prometteuses dans le cancer du poumon. La modulation fine
d’EGFR par Dl’inhibition de ligands spécifiques de la réponse au traitement est un axe
thérapeutique peu exploité. Les ligands d’EGFR sont par ailleurs secrétés dans le milieu
extracellulaire et sont donc des marqueurs potentiels de la réponse au traitement chez les

patients. Nous avons pu mettre en évidence que les dommages de I’ADN provoqués par le
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TMZ engendraient la surexpression d’un ligand d’EGFR particulier : le HBEGF. Une
surexpression rapide du HBEGF en réponse au traitement a déja été décrite et participe a la
résistance des cellules via une activation d’EGFR. Notre travail suggere au contraire un role
indépendant du HBEGF vis-a-vis de son récepteur. En effet, le HBEGF s’est révélé impliqué
dans la régulation de la dégradation de Mcl-1 suite au déclenchement de I’apoptose par le
TMZ.

L’ensemble de ces résultats mettent en lumiére I’importance de I’axe Mcl-1/Bak dans
I’apoptose induite par le TMZ dans les lignées de glioblastome. Par ailleurs nos résultats

indiquent un réle nouveau pour le HBEGF de maniére indépendante de son récepteur.

L’introduction rappellera les origines et 1’hétérogénéité des glioblastomes ainsi que les
traitements actuellement utilisés. Le TMZ, aujourd’hui considéré comme le traitement de
référence, sera particulicrement détaillé, notamment son mode d’action, les mécanismes de
résistance connus, les mécanismes de signalisation des dommages. Les mécanismes de mort
par apoptose et le role de la famille Bcl-2 ainsi qu’un bref rappel sur 1’autophagie seront
développés dans une troisi¢éme partie. Enfin, la famille de ’EGFR sera décrite et I’accent sera
mis sur le role de ’EGFR dans la résistance. Les différents aspects du HBEGF, le ligand que

nous avons pu mettre en évidence au cours de cette étude, seront aussi décryptés.
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A. LE GLIOBLASTOME MULTIFORME

Les gliomes sont les tumeurs primitives du systeme nerveux central les plus
communes (>70%). Le glioblastome multiforme (GBM) est la forme la plus agressive et la
plus frequente des gliomes (Ohgaki et al., 2004). En France, I’incidence annuelle des GBMs
est de 4,96 cas pour 100 000 habitants, mais elle est en constante augmentation depuis les
trente derniéres années (Baldi et al., 2010). Ce phénomene peut notamment s’expliquer par
I’amélioration des outils de diagnostique mais aussi par le vieillissement progressif de la
population. Le GBM demeure a ce jour un cancer incurable. Une identification moléculaire
plus précise de ces tumeurs trés hétérogenes permettra a long terme d’aboutir a des thérapies
ciblées plus efficaces. En attendant, I’amélioration du traitement de ces tumeurs repose sur la

comprehension des mécanismes de résistance associés a la radio/chimiothérapie.

1 Origines des GBMs

1.1 Relation entre GBMs et gliomes de bas grade

Les gliomes diffus de bas grade (I et Il) sont histologiquement divisés en trois
catégories : les astrocytomes, les oligodendrogliomes et les oligoastrocytomes mixtes. Les
oligoastrocytomes mixtes sont caractérisés par des mutations de TP53, typique des
astrocytomes, et une co-délétion de 1p19q, typique des oligodendrogliomes. Ils ne sont donc
pas une entité biologique propre et sont plutét le reflet de la difficulté du diagnostic
histologique des gliomes (van den Bent et al., 2012).

Selon la classification de ’OMS, les GBMs sont des astrocytomes de grade 1V, le plus
haut grade parmi les tumeurs du tissu neuroepithélial (Louis et al., 2007). On distingue les
GBMs primaires ou de novo des GBMs secondaires qui eux évoluent a partir des gliomes de
bas grade que sont les astrocytomes pilocytiques (grade 1), diffus (grade Il) et anaplasiques
(grade 11) (Figure 1).

Les gliomes diffus sont caractérisés par des mutations fréquentes d’IDH1/2 (>80%)
qui surviennent a des étapes précoces de la tumorigenése (Watanabe et al., 2009). Ces

mutations sont aussi fréquentes (>80%) dans les GBMs secondaires. La haute fréquence des
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mutations d’IDH1/2 dans les gliomes de bas grade et les GBMs secondaires suggere que ces
tumeurs dérivent d’une cellule progénitrice commune. Au contraire, ces mutations sont trés
rares (<5%) dans les GBMs primaires qui suggérent que ces GBMs ont un précurseur
différent.

1.2 Distinctions entre GBMs primaires et secondaires

Les GBMs primaires et secondaires se développent chez des patients d’ages différents
et leur distribution varie entre les sexes. lls ne sont pas localisés dans les mémes régions du
cerveau et ont des issues cliniques significativement différentes. Les GBMs primaires ou de
novo sont les plus fréquents (>90%) et se développent rapidement sans que 1’on puisse trouver
la preuve d’une lésion préexistante. Ils affectent environ trois hommes pour deux femmes
avec une moyenne d’age de 62 ans (Ricard et al., 2012). Les GBMs secondaires comptent
pour 10% des GBMs et affectent des patients plus jeunes (en moyenne 45 ans) et touchent
autant les hommes que les femmes. L’évolution d’un astrocytome de grade III vers un GBM

secondaire se fait en un temps variable allant de quelques mois a 2-3 ans.

Les GBMs primaires et secondaires partagent toutefois des altérations génétiques
communes, telles que la mutation de TP53 et la perte de suppresseurs de tumeurs basés sur le
chromosome 10q, qui pourraient expliquer le fait qu’ils soient histologiquement similaires
(Figure 1 et 2) (Pour revue : Ohgaki et Kleihues, 2009, 2013).
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Figure 1 Voies des altérations génétiques différenciant GBMs primaires et
secondaires. (Ohgaki et Kleihues, 2013)

1.2.1 Altérations génétiques des GBMs primaires

Les GBMs primaires sont caractérisés par [’amplification fréquente d’EGFR
(epidermal growth factor receptor) (35-45%) ainsi que la mutation de PTEN et la perte du
chromosome 10 dans son intégralité. Le géne PTEN est muté dans 15-40% des GBMs
primaires et trés rarement dans les secondaires. Tous les GBMs amplifiés pour EGFR
présentent une surexpression du récepteur. Cette amplification est souvent accompagnée
d’une mutation (60%), la plus courante étant EGFRvIII (délétion des exons 2-7). EGFRvIII
est constitutivement activé et exerce ainsi des effets mitogénes. Les GBMs primaires sont
mutés pour TP53 mais beaucoup moins fréquemment que les GBMs secondaires (28% contre
65%). L’amplification d’EGFR et la mutation de TP53 semblent étre mutuellement exclusives
ce qui laisse sous-entendre deux voies distinctes de tumorigenése (Ohgaki et Kleihues, 2007;
Watanabe et al., 1996).

1.2.2 Altérations génétiques des GBMs secondaires

Les GBMs secondaires sont caractérisés par la mutation précoce des génes IDH1/2
(Ohgaki et Kleihues, 2013; Watanabe et al., 2009). Le mutant IDH1 modifie le méthylome via
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la perturbation directe de I’activité de TET2 (tet methylcytosine dioxygenase 2) et les
mutations d’IDH et de TET2 sont mutuellement exclusives dans les leucémies myéloides
aiguies (Figueroa et al., 2010). De plus I’introduction d’un mutant d’IDH1 dans des astrocytes
primaires humains est suffisante pour déclencher un phénotype hyperméthylé semblable aux
astrocytomes de bas grade (Turcan et al., 2012). Ces données récentes montrent 1I’implication
majeure de la mutation d’IDH1/2 dans la tumorigenése des astrocytomes et GBMs
secondaires et ont entres autres permis de les différencier des GBMs primaires d’un point de
vue moléculaire. Les deux événements majeurs de 1’évolution d’un astrocytome vers le grade
IV sont la mutation de TP53 puis la perte d’hétérozygotic du brin 10q qui survient plus

tardivement.
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Figure 2 Voies de signalisations majeures impliquées dans la pathogénese des
glioblastomes. (Ohgaki et Kleihues, 2009)
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2 Classification selon I'étude du Cancer Genome Atlas

Project

Les GBMs sont histologiquement tres hétérogenes, il est donc difficile de les classer.
Le Cancer Genome Atlas Project a proposé en 2010 une caractérisation moléculaire a partir
de deux cents GBMs (Verhaak et al., 2010). Il distingue ainsi les sous-types Proneural,
Neural, Classique et Mésenchymal. Chacun de ces sous-types est associé d’une part a des
altérations spécifiques, qui suggérent des types cellulaires d’origine différente et d’autre part a

des réponses différentes vis-a-vis d’une thérapie agressive.

2.1 Sous-type Classique

Le sous-type classique présente une amplification du chromosome 7 couplée a une
perte du chromosome 10, une forte amplification d’EGFR avec une mutation présente pour la
moitié des cas. Ce sous-type a une prédilection pour les altérations génomiques. Néanmoins
on note une absence flagrante de mutation pour TP53 et une délétion focale de 9p21.3 ciblant
CDKNZ2A (codant pour p16INK4A et p14ARF) qui sont associées a 1I’amplification d’EGFR.
A cause de cette amplification focale d’EGFR, la voie RB est affectée exclusivement par la
délétion de CDKNAZ2. On retrouve aussi une surexpression de NES (marqueur souche) Notch
et SHH (sonic hedgehog). La signature génique du sous-type classique est fortement associée

aux astrocytes murins.

2.2 Sous-type Mésenchymal

Le sous-type mésenchymal présente une délétion de 12q11.2 ciblant NF1 ainsi qu’une
comutation de NF1 et PTEN les deux croisant la voie AKT. Comme son nom I’indique il
montre une expression de marqueurs mésenchymateux et des marqueurs d’une transition
épithélio-mésenchymateuse. De plus on retrouve une surexpression de genes de la super-
famille du TNF et NFkB. La signature génique du sous-type mésenchymal est fortement

associée a I’astroglie cultivée in vitro et posseéde des marqueurs de la microglie.

2.3 Sous-type Proneural

Le sous-type proneural est caractérisé par I’altération de PDGFRA via I’amplification

focale de 4p12 et la mutation ponctuelle d’IDH1. La majorité des tumeurs de ce sous-type
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présente une mutation de TP53, mais seulement la moitié montre un gain du chromosome 7 et
une perte du 10. Ce sous-type exprime des génes de développement oligodendrocytique tels
que PDGFRA et une surexpression d’OLIG2 qui entraine une diminution de p21. De plus il
contient des génes de développement proneural dont I’implication indique une signature cycle
cellulaire/prolifération. La signature génique du sous-type proneural est associée aux

oligodendrocytes mais pas aux astrocytes.

2.4 Sous-type Neural

Le sous-type neural exprime des marqueurs neuronaux. Ces tumeurs peuvent projeter
des neurones et des axones et établir des transmissions synaptiques. La signature génique du
sous-type neural est associée aux oligodendrocytes et aux astrocytes avec un enrichissement

de genes de neurones.

2.5 Sous-types et réponse au traitement

Un traitement agressif de chimio- et radiothérapie montre une réponse significative
dans les sous-types classique et mésenchymal. Bien qu’il semble y avoir une efficacité dans le
sous-type neural, la survie des GBMs correspondant au sous-type proneural ne semble pas
affectée. La répression ¢épigénétique de 1’0-6-méthylguanine-DNA méthyltransférase
(MGMT) via la méthylation de son promoteur réduit la résistance aux agents alkylants. Dans
cette étude le statut de méthylation du promoteur de MGMT n’est associé avec aucun sous-
type. De plus des tumeurs récurrentes sont retrouvées dans les quatre sous-types et les
données de Murat et al. suggérent que ces tumeurs ne changent pas de sous-type aprés la
récurrence (Murat et al., 2008).

Ces données offrent pour la premiere fois une classification histomoléculaire des
GBMs dont la pertinence clinique reste a démontrer bien que différentes pistes soient

suggeérées par le Cancer Genome Atlas Project.
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3 Traitement du Glioblastome

3.1 Traitement conventionnel

Le GBM reste une maladie incurable et seules quelques améliorations modestes de la
survie des patients ont été faites au cours des dernieres décennies. Au moment du diagnostic,
le traitement conventionnel consiste en une résection chirurgicale maximale. Tant que la zone
du cerveau le permet une résection étendue est recommandeée car elle diminue les symptémes
d’effet de masse, augmente la survie et accroit ’efficacité des thérapies adjuvantes (Frank
Marko et al., 2013; Ricard et al., 2012). La survie moyenne aprés une résection seule est
inférieure a 12 mois, indiquant par la méme un besoin essentiel de traitements additionnels
(Dresemann, 2010).

La résection est donc suivie d’une radiothérapie avec témozolomide (TMZ)
concomitant puis de témozolomide adjuvant seul (Stupp et al., 2005). La combinaison
radiothérapie/TMZ donne une médiane de survie de 14,6 mois, une survie a 2 ans de 27,2% et
une survie a 5 ans de 9,8% contre 10,9% et 1,9% pour la radiothérapie seule (Stupp et al.,
2009). Avec ce protocole basé sur la radiothérapie et le TMZ (aujourd’hui référé comme le
protocole Stupp), une augmentation des survivants a 5 ans a été observée.

La carmustine (BCNU) peut aussi étre employée pour traiter les GBMs. Des
polymeéres contenant le BCNU sont implantés pendant la résection puis le traitement est suivi
d’une radiothérapie. Ce protocole augmente la survie globale des patients mais la survie a 2 et
5 ans reste inférieure a celle reportée par le protocole Stupp. Il existe en plus des

complications dues a des effets secondaires (Westphal et al., 2006).

3.2 GBMs et Rechute

Au vu du faible nombre de survivants a long terme, il est maintenant admis que la
résurgence de la tumeur est un fait inevitable dont la prise en charge est dépendante de chaque
cas traité (Hou et al., 2006). Face a une inefficacité thérapeutique compléte, la survie des
patients en rechute est trés faible. Pour des raisons évidentes de localisation, il est difficile de
réopérer les GBMs, mais les chirurgiens qui tentent une deuxiéme résection, augmentent la
survie des patients réfractaires a la radio/chimiothérapie (Chaichana et al., 2012). Il faut

néanmoins prendre en compte le risque de morbidité post-opératoire qui est tres grand chez
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des patients avec un indice de Karnofsky inférieur a 70% (c’est-a-dire des patients exigeants

une assistance medicale continue) (De Bonis et al., 2012).

L’utilisation du TMZ reste la seule solution dans les cas de GBMs en récidive
notamment parce qu’il augmente les indices de qualité de vie du patient (Darkes et al., 2002).
Il est méme actuellement recommandé d’utiliser un régime métronomique et de fortes doses

journaliéres (>100 mg/m2) afin d’augmenter son efficacité (Chen et al., 2012).

Durant cette derni¢re décennie, 1’utilisation du protocole Stupp a permis d’augmenter
la survie moyenne des patients de 6 mois a plus d’un an. Ce succes reste relatif et la rémission
est aujourd’hui encore un objectif impossible a atteindre. Devant cette impasse thérapeutique
il existe un besoin urgent d’améliorer le traitement des GBMs. Cet objectif passe par
I’amélioration de nos connaissances sur les mécanismes de mort provoqués par le TMZ et
I’identification des acteurs de la résistance au traitement. Les chapitres ci-apres traiteront des
mécanismes d’action du TMZ et de ses effets sur les dommages de I’ADN et sur le
déclenchement de la mort. Le troisieme chapitre décrira 1’apoptose et fera un bref point sur
I’autophagie. Cette introduction finira sur I’implication d’EGFR et de ses ligands dans la

résistance au traitement.
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B. LE TEMOZOLOMIDE : DES LESIONS DE L’ADN AUX
MECANISMES DE RESISTANCE

Les agents génotoxiques méthylants sont couramment retrouvés dans
I’environnement, le tabac ou produits lors de processus métaboliques endogénes. Ils causent
des mutations lors de la réplication de I’ADN, mais leur quantité est insuffisante pour induire
I’apoptose ce qui les rend hautement carcinogénes. Paradoxalement, les agents méthylants,
(tels que la procarbazine, la dacarbazine, la streptozotocine et le TMZ), employés a forte dose
provoquent des lésions importantes de I’ADN et induisent 1’apoptose des cellules

cancéreuses.

1 Le TMZ: un agent méthylant

1.1 Généralités

Le TMZ est la proforme d’un agent méthylant de la classe des imidazoles, c’est un
dérivé de la dacarbazine. C’est une molécule lipophile de petite taille (194 Da) stable a pH
acide ce qui autorise une administration orale, pratique chez des patients souvent agés. Ses
caractéristiques lui permettent de passer facilement la barriére hémato-encéphalique qui est le
facteur limitant dans la chimiothérapie des gliomes. Au dessus de pH 7, le TMZ devient
spontanément actif. Les tumeurs cérébrales ont un pH plus alcalin que les tissus sains
environnants, ce qui favorise une activation au niveau du tissu tumoral (Pour revue Marchesi
etal., 2007).

1.2 Mécanisme d’action du TMZ

Aprés une absorption rapide le TMZ se transforme spontanément en
monomethyltriazene (MTIC). Le MTIC réagit ensuite avec l’eau pour donner le 5-
aminoimidazol-4-carboxamide (AIC) et ainsi présenter un cation methyldiazonium hautement
réactif. Une fois activé, le TMZ méthyle préférentiellement les bases puriques de I’ADN en

position N’ des guanines dans les régions riches en guanines (N’-MeG ; 60-80%), mais il
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méthyle aussi en position N des adénines (N>-MeA ; 10-20%) et en position O° des guanines

(O°-MeG ; 5-10%) (Tentori and Graziani, 2002) (Figure 3).
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Figure 3 Mécanismes de cytotoxicité du TMZ et voies de réparation de ’ADN

activées. (Yoshimoto et al., 2012)

Les méthylations N’-MeG et N>-MeA sont les plus abondantes et induisent un arrét de
la fourche de réplication. Elles sont rapidement réparées via la réparation par excision de base
(base excision repair, BER). Les N’-MeG ne sont pas cytotoxiques en revanche les Iésions
N3-MeA sont létales pour la cellule si elles ne sont pas réparées. La cytotoxicité des Iésions
provoquées par le TMZ dépend donc du systeme de réparation cellulaire mais elle est

généralement due aux méthylations en position O6 des guanines (Drablos, 2004)



Introduction : Le Témozolomide : des 1ésions de I’ADN aux mécanismes de résistance

2 Résistance aux lésions 0°-MeG causées par le TMZ

dans les gliomes

Les O°-MeG peuvent étre directement réparées si la cellule exprime I’enzyme MGMT
(methyl-guanine methyl transferase). Sinon, les O°-MeG provoquent un mésappariement avec
la thymine (et non la cytosine) pendant la réplication de I’ADN ce qui déclenche le systeme
de réparation des mésappariements (mismatch repair, MMR). Le MMR ne reconnait
exclusivement que la thymine et I’excise, I’0O°-MeG restant en place sur le brin opposé. Ainsi
plusieurs cycles futiles d’excision puis de réinsertion de la thymine s’enchainent causant des
cassures simple brin de I’ADN. Ces cassures entrainent 1’effondrement de la fourche de
réplication et la formation de cassures double brin de ’ADN (Mojas et al., 2007). L’absence
de MGMT et un MMR fonctionnel sont donc les deux conditions indispensables a la
cytotoxicité du TMZ par les O°-MeG (Figure 4).
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Figure 4 Prise en charge des lésions O°-methylguanine. (Fu et al., 2012)
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2.1 Réparation directe : la MGMT

2.1.1 Mécanisme d’action Direct repair (MGMT)

La MGMT ou AGT (alkylguanine-DNA
alkyl-transferase) est capable de retirer les DE:@]IUI
groupements methyl en position O6 des guanines en @
Cy

une seule étape et cela sans avoir besoin d’une autre

protéine ou cofacteur (Figure 5). Outre sa préférence I

pour les groupements méthyl, la MGMT peut réparer l
des groupements éthyl, propyl, butyl, benzyl, et 2- Cys CH,

chloroéthyl d’ou le terme d’alkyltransférase (Coulter, TITITIIIIITIIT

2007). Le groupement méthyl est transféré de la
guanine vers la cystéine 145 du site actif par une Figure 5 Réparation par
. . L MGMT. (Fu et al., 2012)
réaction steechiométrique qui inactive 1’enzyme. Elle

est alors dégradée par le protéasome (Pegg, 1995).

2.1.2 Expression de la MGMT

La MGMT est normalement retrouvée en grande quantité dans le foie et est exprimée
en faible quantité dans le cerveau (Verbeek et al., 2008). Dans les tumeurs, la MGMT existe
en forte concentration dans les cancers du sein, des ovaires et des poumons alors qu’elle est
peu active dans les cancers du pancréas ou les mélanomes malins. Dans le cas des gliomes, il
existe une large variabilité, cependant il existe une tres forte corrélation entre son expression
et la résistance aux agents alkylants. En ce qui concerne le GBM, le lien entre I’expression de
la protéine et la résistance n’a pas été clairement établi. La seule corrélation communément
acceptée est celle de la méthylation du promoteur de MGMT avec la réponse au TMZ ce qui
en fait le premier marqueur prédictif de réponse a la chimiothérapie par agents alkylants
(Karayan-Tapon et al., 2010).

L’inactivation du géene MGMT est un événement épigénétique courant dans la
tumorigenése. La méthylation épigénétique (a ne pas confondre avec la méthylation du TMZ
sur I’ADN) est effectuée sur les cytosines situées dans des ilots CpGs grace aux DNMTs
(DNA methyltransferases). L’hyperméthylation des ilots CpGs du promoteur de MGMT
inhibe la fixation des facteurs de transcription et permet I’extinction du géne. Entre 45 et 70%

des patients nouvellement diagnostiqués pour le GBM présentent une méthylation de MGMT.
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Cette méthylation est associée avec un bénéfice de survie significatif apres un traitement TMZ
et radiothérapie comparé a la radiothérapie seule. Cependant I’analyse de 1’expression de
MGMT dans les gliomes par immunocytochimie ou par test d’activité enzymatique donne des
résultats contradictoires. L hétérogénéité des biopsies de gliomes est encore un autre facteur
compliquant la tache. Il est possible que la méthylation du promoteur de MGMT ne soit qu’un
marqueur d’un déréglement épigénétique plus général suggérant que d’autres génes puissent

étre plus pertinents vis-a-vis du résultat clinique.

L’expression de MGMT survient aprés des dommages a I’ADN or le gene MGMT
possede en son promoteur un site de fixation pour le facteur de transcription p53. Plusieurs
¢tudes montrent que p53 serait essentiel a I’expression de MGMT. Par ailleurs une étude
récente montre que I’induction de I’expression de MGMT par p53 et NFkB compense la
déplétion induite par la O6-benzylguanine (Vlachostergios et al., 2013).

2.1.3 Inhibition de la MGMT

L’introduction d’O°-methylguanine avant le traitement par agent alkylant a été la
premicre tentative d’inhibition de la MGMT. Peu efficace, ’O6-methylguanine a rapidement
été remplacée par la O°-benzylguanine (O°-BG), deux mille fois plus efficace (Rabik et al.,
2006). L’0°-BG joue le role de substrat alternatif pour la MGMT et inactive I’enzyme. In
vitro, Padministration d’0°-BG épuise en quelques minutes les stocks cellulaires de MGMT

et améliore ainsi la cytotoxicité des agents alkylants.

La combinaison O%-BG plus TMZ a été étudiée dans deux essais cliniques de phase II,
I’un pour le traitement de gliomes pédiatriques (Warren et al., 2012) et I’autre de GBMs et de
gliomes anaplasiques résistants au TMZ (Quinn et al., 2009). Une restauration de la sensibilité

au TMZ a pu étre observée dans les gliomes résistants mais pas dans les GBMs.

2.2 Défaut de réparation MMR

La réparation des mésappariements (MMR) reconnait et corrige les bases mal
appariées durant la synthése de ’ADN. Ce mécanisme est fondamental dans la cytotoxicité
induite par les O%-MeG. La reconnaissance des mésappariements O°-MeG:T par la sous unité
MutSa (qui est composée de MSH2 et MSH6) de la voie MMR est une étape cruciale pour
I’initiation de la mort programmée en réponse aux dommages par les alkylations (Duckett et

al., 1996) (Figure 4, 6). En effet I’activation du dimére MSH2/MSH6 entraine une boucle de
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ces dommages et de la balance entre réparation et induction de

la mort.

3 Signalisation et réparation des dommages double

brin de I'ADN induits par le TMZ

Les événements potentiellement létaux pour la cellule sont les cassures doubles brins
(double-strand breaks, DSBs) et les Iésions qui perturbent la réplication et la transcription de
I’ADN. Les cellules sont capables de reconnaitre ces 1ésions grace a des senseurs qui recrutent
des transducteurs du signal que sont les protéines kinases ATM, ATR et DNA-PK. Ces

transducteurs vont signaler 1’arrét du cycle cellulaire, 1’activation du point de contréle et la
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réparation de I’ADN via divers effecteurs. Si la réparation de ’ADN échoue ou est dépassée

par le nombre de Iésions, 1’apoptose de la cellule est alors déclenchée.

3.1 Transducteurs de la signalisation des dommages

Les dommages a I’ADN induits par le TMZ activent les deux principaux acteurs de la
transduction du signal de réparation des dommages de I’ADN, ATM (ataraxia telangiectesia
mutated) et ATR (ATM and Rad3 related) et déclenchent 1’apoptose de la cellule (Caporali et
al., 2004). ATM et ATR sont des sérines/thréonines kinases de la famille des PIKK (comme
Akt) qui phosphorylent une multitude de protéines et induisent la réponse aux dommages de
I’ADN. ATM et ATR sont impliqués dans trois fonctions que sont la régulation et I’induction
de la réparation des DSBs, I’activation du point de controle du cycle cellulaire et le
signalement de I’apoptose. Le TMZ induit en effet un arrét du cycle cellulaire en phase G2/M
qui apparait dans le deuxieme cycle apres le traitement. La décision de vie ou de mort de la
cellule en réponse aux génotoxiques dépend des fonctions d’ATM et d’ATR qui peuvent se
croiser mais qui ne sont pas redondantes (Stiff et al., 2006).

3.1.1 Signalisation par ATM

ATM est principalement activé par les DSBs issus de I’irradiation ou indirectement
par les agents méthylants qui par un blocage soutenu de la réplication, vont provoquer
I’effondrement de la fourche de réplication (Caporali et al., 2004; Yoshida et al., 2008). La
détection des DSBs requiert la coopération d’ATM et du complexe MRN. Le complexe MRN
est constitué de NBS1 qui est responsable du transport du complexe dans le noyau, MRE11
qui possede les activités endo- et exonucléase et RADS50 qui peut lier I’ADN (van den Bosch
et al., 2003). Une fois le complexe MRN localisé sur la DSB, ATM est recruté puis activé par
autophosphorylation (Figure 7b).

3.1.2 Signalisation par ATR

ATR est activé par des structures situées sur de I’ADN simple brin et sur les jonctions
entre ADN simple brin et ADN double brin. De ce fait les structures appropriées a 1’activation
d’ATR sont trés certainement présentes lors d’un arrét de la fourche de réplication dd & une
réparation par excision de nucléotide (base excision repair, BER) (Cimprich and Cortez,
2008). Les dommages induits par I’irradiation et les agents méthylants sont capables de

bloquer la fourche de réplication et donc d’activer ATR (Caporali et al., 2004; Pabla et al.,
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2008). La protéine RPA (replication protein A) se lie a I’ADN simple brin lors de la
réplication, c’est elle qui va recruter ATR par I’intermédiaire d’ATRIP (ATR interacting
protein) (Zou and Elledge, 2003). Sur les sites de jonction entre ADN simple brin et ADN
double brin se trouve le complexe 9-1-1 (Rad9, Hus1, Rad1). Lors de I’arrét de la fourche de
réplication, le complexe 9-1-1 recrute TOPBPL1 qui active directement ATR-ATRIP (Lee et
al., 2007) (Figure 7a).

ATM et ATR ne travaillent pas indépendamment puisque la phosphorylation de
TOPBP1 par ATM est essentielle a 1’activation d’ATR (Yoo et al.,, 2007). De plus le
complexe MRN est impliqué dans le recrutement de TOPBP1 (Duursma et al., 2013).

Slow ongin  Cell-cycle Fork stability, Slow origin  Cell-cycle DSB repair
firing arrest fork restart firing arrest

Figure 7 Modéle simplifié de I'activation d'ATM et d’ATR Recrutement et
signalisation (a) d’ATR aprés l’arrét de la fourche de réplication et (b) d’ATM apres
I’apparition de dommages doubles brins.
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3.2 Cibles de phosphorylation d’ATM et ATR

Les cibles de phosphorylation les plus importantes d’ATM et ATR sont Chk1, Chk2
(checkpoint kinase-1, -2) et p53. ATM phosphoryle Chk2 aprés la formation de DSBs sur la
thréonine 68 (Ahn et al., 2000) tandis qu’ATR phosphoryle Chkl sur la sérine 345 aprés
I’arrét de la fourche de réplication (Guo et al., 2000). Chk1 et Chk2 phosphorylent a leur tour
le facteur de transcription p53 sur la sérine 20, augmentant ainsi son activité transcriptionnelle
(Shieh et al., 2000).

3.2.1 Roledep53

En régulant a la fois I’expression de génes pro- et antiapoptotiques, p53 augmente la
réparation de I’ADN et sensibilise la cellule a ’apoptose. Les génes proapoptotiques régulés
par p53 sont Fas-R, Bax, Puma, Noxa, Apaf-1, caspase-9 et Pidd, ils codent pour des
protéines en aval de la DDR (DNA damage repair). A I’inverse les génes antiapoptotiques
régulés par p53, DDBZ, XPC, Fenl, MGMT et MSH2 codent pour des protéines en amont de
la réparation de I’ADN (Pour revue Janicke et al., 2008; Stegh, 2012). La décision de p53 de
stimuler la réparation ou I’apoptose dépend certainement de la dose mais aussi du type de

génotoxique.

Lors de Iésions de I’ADN, Akt peut étre activé notamment en réponse a des facteurs
de croissance et supprimer p53. Akt se lie a I’'ubiquitine E3 ligase Mdm?2 et la phosphoryle sur
les sérines 166 et 186, provoquant son importation nucléaire et I’augmentation de son activité
ubiquitine ligase menant ainsi a I’inactivation de p53 (Gottlieb et al., 2002). La mutation ou la
perte de PTEN, I’inhibiteur d’Akt, dans les cellules cancéreuses est un événement fréquent
qui augmente leur seuil de résistance aux lésions et donc leur seuil de déclenchement de
I’apoptose. Deux issues sont alors possibles, la cellule peut mourir par nécrose ou bien elle est
capable d’outrepasser les dommages, ce qui augmente les risques de mutation et de

tumorigenése.

Au-dela de ce point de vue p53-centrique, il est évident que d’autres voies
indépendantes de p53 sont stimulées par la réparation. Pour preuve, une analyse protéomique
a grande échelle a révelé plus de 700 protéines pouvant potentiellement étre phosphorylées en
réponse aux dommages de I’ADN sur des sites consensus reconnus par ATM et ATR

(Matsuoka et al., 2007).
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3.2.2 Phosphorylation de I'histone 2AX

Les DSBs et I’arrét de la fourche de réplication provoquent la phosphorylation de
I’histone 2AX sur la sérine 139 (H2AX désigne la forme inactive et yH2AX la forme
phosphorylée) via ATM, ATR ou DNA-PK (Figure 8). Les foci yH2AX se localisent autour
des DSBs en seulement quelques minutes et la quantité de foci atteint son maximum en
environ une heure (Nakada et al., 2008). La déphosphorylation de yH2AX, marquant la
réparation des DSBs des foci est due a I’activité des phosphatases PP2A et PP4C (Chowdhury
et al., 2005; Nakada et al., 2008). La fonction présumée de yH2AX est de faciliter la
signalisation des DSBs, probablement en rendant la chromatine plus accessible pour la
réparation (Kruhlak et al., 2006). Il est généralement accepté que les DSBs de I’ADN
induisent la formation de foci yH2AX, cependant H2AX peut étre phosphorylée en réponse a
d’autres lésions de I’ADN. Pour exemple, les radiations aux ultraviolets induisent la
phosphorylation de H2AX via ATR (Stiff et al., 2006). Dans ce cas, yH2AX n’apparait pas

sous forme de foci mais présente plutdt un marquage diffus.

La protéine chaperonne MDC1 se lie 8 yH2AX et orchestre la plupart de ses fonctions
notamment en recrutant le complexe de réparation MRN (Mrel1l/Nbs1/Rad50) (Chapman and
Jackson, 2008), mais aussi d’autres protéines de réparation telles que BRCA1/BARDI et
53BP1 (Paull et al., 2000; Wang et al., 2002).
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Figure 8 Voies de transduction de la signalisation des DSBs. (Hill and Lee, 2010)

3.3 Réparation des cassures double brin de 'ADN

La réparation des cassures double brin est assurée par deux systémes principaux : la
recombinaison homologue (RH) qui a besoin d’une matrice homologue a la séquence d’ADN
endommaggé et la réparation NHEJ (non homologous end joining) qui ligature simplement les

deux extrémités de I’ADN cassé.

3.3.1 Recombinaison homologue

La recombinaison homologue est le mécanisme le plus important pour les cellules en
cours de réplication. L’activité de plusieurs composants de la recombinaison homologue est
par ailleurs régulée par des CDKs spécifiques des phases S et G2 du cycle cellulaire (Jazayeri
et al., 2006). En effet, la recombinaison homologue s’appuie sur la chromatide sceur du brin
endommagé comme matrice de réparation, elle ne peut donc avoir lieu que lorsque I’ADN est
répliqué. De ce fait, la recombinaison homologue est un processus de réparation fidéle mais

qui demande beaucoup de temps (Thompson et Schild, 2001). De par leur taille, les génomes
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de mammiferes sont fréqguemment réparés par NHEJ lors des phases S et G2 (Mao et al.,
2008).

3.3.2 DNA-PK et la NHE]

La NHEJ est plus rapide et plus simple que la recombinaison homologue et peut étre
effectuée a n’importe quelle étape du cycle cellulaire. La NHEJ peut réparer des DSBs en 30
minutes la ou la recombinaison homologue peut prendre 7 heures (Mao et al., 2008). La
contrepartie est que la NHEJ est source de mutation puisqu’elle peut réparer des bouts d’ADN

altérés ou incompatibles (Lieber, 2010).

La NHEJ est stimulée par I’activation de DNA-PK en réponse aux DSBs. DNA-PK
(DNA dependent kinase) fait partie de la méme famille qu’ATM et ATR mais son réle se
restreint & la stimulation des activités de réparation localement sans déclencher de réponse
cellulaire. Tout comme ses homologues ATM et ATR, DNA-PK posséde les mémes capacités
de phosphorylation sur les résidus sérine et thréonine de ses cibles. DNA-PK est composé de
trois composants clés, Ku70, Ku80 et DNA-PKcs (DNA-PK catalytic subunit) (Hill and Lee,
2010). Le dimere Ku70/Ku80 stabilise les deux bouts d’ADN double brin et recrute DNA-
PKcs (Critchlow et Jackson, 1998; Smith et Jackson, 1999). Les protéines effectrices de la
NHEJ vont alors pouvoir étre activées au sein du complexe ligaselV-XRCC4-XLF. DNA-
PKcs régule donc ce mécanisme de réparation rapide pour les cassures « faciles » a réparer
sans qu’il y ait activation du point de contr6le de I’ADN. En revanche, si les DSBs sont trop

nombreux, ATM active alors la recombinaison homologue et enclenche le point de contrdle.

Lorsque les dommages ne peuvent étre réparés un signal de mort est alors déclenché.
Le TMZ induit trois types de réponse cellulaire dans les cellules de GBM : I’apoptose,
I’autophagie et la sénescence, il induit trés peu de nécrose. Ces réponses sont intrinsequement
lices et la décision de survie ou de mort dépend de la balance entre apoptose, autophagie et
sénescence. Le chapitre suivant va développer tout particuliérement 1’apoptose et fait aussi un

point rapide sur 1’autophagie.
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C. LAPOPTOSE ET LA FAMILLE BCL-2

L’apoptose est une mort cellulaire programmée qui a été conservée au cours de
I’évolution. Elle se caractérise morphologiquement par un rétrécissement de la cellule sur
elle-méme, une condensation de la chromatine, une fragmentation du noyau et un
bourgeonnement cellulaire (blebbing) conduisant a la formation de corps apoptotiques (Kerr
et al., 1972). La cellule expose alors la phosphatidylsérine tout en gardant son intégrité
cellulaire. Elle est alors reconnue par les macrophages et est éliminée sans déclencher de
réaction inflammatoire. Toutes les voies d’activation de [’apoptose convergent vers
I’activation des caspases (aspartic-acid-specific cystein proteases), protéases a cystéine, qui
coordonnent le démantélement cellulaire. On distingue deux voies d’activation de I’apoptose,

la voie intrinseéque et extrinseque (Figure 9).

1 Voie extrinseque

La voie extrinseéque se déclenche suite a 1’activation de récepteurs de mort présents a
la surface de la cellule. Ces récepteurs font parties de la famille du récepteur au TNF (tumor
necrosis factor) comme le TNFR1 ou Fas (Schulze-Osthoff et al., 1998). Ils ont en commun
un domaine de mort (death domain, DD) qui leur permet de recruter et d’activer la caspase-8
(caspase activatrice) via la protéine adaptatrice FADD (Fas-associated death domain). Ce
recrutement entraine I’induction de la mort par I’activation des caspases effectrices telles que
la caspase-3, -6 ou -7 de maniére indépendante de la famille Bcl-2 et de la mitochondrie
(Thorburn, 2004). La voie extrinséque s’entrecroise avec la voie intrinséque via le clivage et
I’activation par la caspase-8 de la protéine pro-apoptotique a BH3-seul BID. Ainsi la partie C-
terminale de la forme tronquée de BID (tBID) se relocalise a la mitochondrie pour se lier a
Bak et faciliter ainsi son insertion dans la membrane mitochondriale, déclenchant I’activation

des caspases effectrices via la voie intrinseque (Wei et al., 2000).



Introduction : L’apoptose et la famille Bcl-2

Intrinsic pathway

Growth-factor deprivation,
stress, UV, viruses

.. a

Extrinsic pat hway
FAS TNFR]

g g

BH3-only
roee
E . BCL-2 /
E /\'BID cleavage
Seeoonea| BAX/BAK |4
o 3 (s} o
Y ° o
> 0
(¢} (o}

Cytochrome ¢ release,

APAF1 assembly
into apoptosome

mitochondrial fragrentation ®
°

R12

}

Figure 9 Les voies intrinséque et extrinseque de I'apoptose. La voie extrinseque de
I’apoptose est induite suite a I’activation des récepteurs de mort tels que Fas et TNFRI1. La
voie intrinseque est celle induite par les agents génotoxiques et autres stress cellulaires.
L’induction ou ’activation de protéines a BH3-seuls inactive les membres de la famille Bcl-2
ou active directement Bax et Bak. Dans les deux voies, 1’inhibition de Bax et Bak est levée ce
qui permet la libération du cytochrome ¢, la formation de 1’apoptosome et I’activation des

caspases effectrices.
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2 Voie intrinseque

La voie intrinseque ou voie mitochondriale est déclenchée par des signaux lors du
développement, des Iésions cytotoxiques telles qu’une infection virale, des dommages de
I’ADN ou une carence en facteur de croissance. Cette voie est dépendante de la
perméabilisation de la membrane externe de la mitochondrie (MOMP, mitochondria outer
membrane permeabilization) qui est contrdlée par les protéines de la famille Bcl-2. La MOMP
induit la libération de molécules apoptogéniques comme le cytochrome ¢ et SMAC/DIABLO.
La fixation du cytochrome c sur APAF-1 (apoptotic protease activating factor 1) induit un
changement de conformation responsable de I’oligomérisation d’APAF-1. Le complexe ainsi
formé recrute la pro-caspase-9 pour former 1’apoptosome. Au cceur de 1’apoptosome la
caspase-9 active les caspases-3, -6 ou -7 dites effectrices. En retour, les caspases effectrices
clivent des protéines impliquées dans le maintien de I’intégrité cellulaire, activent des
endonucléases qui fractionnent I’ADN et orchestrent le démantélement de la cellule (Youle

and Strasser, 2008).

2.1 Activités opposées des membres de la famille Bcl-2

Les membres de la famille Bcl-2 dont divisés en trois groupes selon les domaines
d’homologie, ou domaines BH (Bcl-2 homology domains) qu’ils partagent (Figure 10). La
premicre classe, qualifiée d’anti-apoptotique, inhibe I’apoptose, elle comprend Bcl-2, Bel-xL,
Bcl-w, Mcl-1, Bcl-2L10 et Bcl-2A1. La seconde classe, ou pro-apoptotique, déclenche
I’apoptose, elle concerne Bax, Bak et Bok. La troisi¢éme classe contient ce que I’on nomme les
protéines a BH3-seul. Ces protéines ont la particularité d’avoir un domaine conserve BH3 qui
leur permet de séquestrer les protéines Bcl-2 anti-apoptotiques afin de promouvoir 1’apoptose.
Les protéines a BH3-seul sont divisées en deux sous-groupes, les activateurs directs (Bid, Bim
et Puma) qui sont capables d’activer directement Bax et Bak et les sensibilisateurs ou
dérépresseurs (Bad, Bik, Bmf, Hrk, Noxa et Puma) qui inhibent les protéines anti-

apoptotiques et permettent la libération des activateurs directs Bax et Bak.
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Figure 10 Classification simplifiée des membres de la famille Bcl-2 (Anvekar et
al., 2011)

L’induction de 1’apoptose repose sur des interactions sélectives entre des sous-groupes
particuliers de protéines de la famille Bcl-2 (Figure 11) (Juin et al., 2013; Youle, 2007). Parmi
les pro-apoptotiques, Bax et Bak sont les deux seuls effecteurs capables de provoquer la
MOMP. Les anti-apoptotiques ont pour fonction d’inhiber Bax et Bak. Lors d’un stimulus
apoptotique, les anti-apoptotiques sont régulés par les protéines a BH3-seul. Bim, Puma et
tBid peuvent engager tous les membres anti-apoptotiques et sont donc de puissants inducteurs
de I’apoptose. Les autres membres ne peuvent lier qu’une sélection de protéines anti-

apoptotiques (Chen et al., 2005) :

- Bad et Bmf se lient a Bcl-2 Bcel-xL et Bcl-w,
- Bik et Hrk se lient a Bcl-xL, Bcl-w et Bcl-2A1,

- Noxa a une affinité particuliére pour Mcl-1 mais peut aussi se lier a Bcl-2A1.

Suivant ce schéma, une coopération entre Bad et Noxa permet une inhibition totale

des pro-apoptotiques (Figure 11).
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Figure 11 Interactions des protéines de la famille Bcl-2. (Juin et al., 2013)

2.2 Modeles d’interaction des protéines de la famille Bcl-2

A ce jour deux modeles de régulation des protéines anti-apoptotiques sont proposes,
les deux pouvant exister simultanément. Dans le modele d’activation directe ou de
dérépression (Letai et al., 2002) (Figure 12a) les protéines de la famille Bcl-2 anti-
apoptotiques lient et séquestrent les BH3-seuls activateurs directs de Bax et Bak (dans
I’exemple Bcel-2 séquestre Bim). En réponse aux stimuli apoptotiques, des protéines a BH3-
seul dérépressives (ici Bad) sont induites et vont déplacer I’activateur direct et le libérer pour

qu’il active Bax et Bak.

Dans le modéle d’activation indirecte ou de sensibilisation (Willis et al., 2007) (Figure
12b), on assume que Bax et Bak peuvent prendre une conformation active (peut-étre
spontanément) et que les protéines anti-apoptotiques les séquestrent lorsqu’ils exposent leur
domaine BH3. Les protéines & BH3-seuls ont seulement besoin d’inactiver leurs protéines
pro-apoptotiques relatives, et 1’apoptose survient lorsque toutes les protéines anti-

apoptotiques sont neutralisées.

Strasser et al. proposent une combinaison des deux modeles (Strasser et al., 2011). En
effet, ils ont montré que 1’inhibition de tous les membres de la famille Bcl-2 anti-apoptotiques
par Bim ne suffit pas a avoir une mort par apoptose optimale, il faut en plus que ce dernier
soit capable d’interagir avec Bax (Merino et al., 2009). lls proposent ainsi le modele

d’amorgage-capture-déplacement (priming-capture-displacement) ou Bax et Bak sont activés
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par des BH3-seuls (ou d’autres signaux) et que ces formes amorcées soient immédiatement
capturées par les protéines anti-apoptotiques jusqu’a ce que des BH3-seuls les deplacent et
libérent donc Bax et Bak actifs (Figure 12c).

La régulation de Bax et Bak par les membres de la famille Bcl-2 reste donc encore
controversée. Toutefois ces modeles montrent que lorsqu’un signal apoptotique est déclenché,

I’induction de la MOMP dépend de la régulation des protéines a BH3-seul.

A Direct activation model B indirect activation model
Sensitiser Activator Selkective Promiscuous
Bim Bim
Bad ted Bad teid
Puma Puma
[l | Bole | Belx | Bolw A1 el
Bax ‘4— Bax Bax <« Bax
Inactive Inactive
Active Active
C Priming-capiure-displacement model
Bim -
ted ) Bl | Bad »
Puma at af
Or othersignaks N - ‘ )
‘ (eg. phosphory ation) ‘ ] ‘ Bel-2 Ecl2 | ‘
Bax — > | Bax —>» Bax etal /3  Bad et af Bax Bax
Priming Capture - Displacement — ‘
il i
Inactive |'
Primed Primed > - Bax dimer

Figure 12 Modéles de régulation de I'activation de Bax par les membres de la
famille Bcl-2.
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2.3 Activation de Bax et de Bak

Suite a un stress cellulaire induisant 1’apoptose, la mort repose sur 1’activation des
deux effecteurs Bax et Bak dont 1’oligomérisation a la membrane externe mitochondriale
provoque la perméabilisation de celle-ci. Cette étape cruciale est pourtant encore largement

incomprise.

Dans les cellules saines, Bax est largement cytosolique mais est dirigé vers la
membrane mitochondriale externe en réponse a un stimulus apoptotique (Edlich et al., 2011;
Wolter et al., 1997). Ce changement de compartiment peut étre inhibé par une surexpression
de Bcl-2 (Murphy et al., 2000). Bax est considéré comme ayant deux états conformationnels :
le Bax natif, présent dans le cytosol (CLIC, cytosolic locked in conformation) et le Bax activé
capable de perméabiliser la mitochondrie (CLAC, cytochrome c liberation associated
confomation) Dans sa forme CLIC, la séquence d’adressage a la mitochondrie en N-terminal
de Bax est cachée. Des protéines a BH3-seuls activatrices comme par exemple tBid perturbent
la conformation de Bax et exposent cette séquence signal. Une fois a la mitochondrie Bax
interagit avec des récepteurs de la membrane externe tels que TOM22. L’insertion de Bax
dans la membrane mitochondriale est liée a un changement de conformation qui révéle les
hélices a5 et a6 et le domaine BH3. Bax va ensuite aboutir & sa forme CLAC active par son
homo-oligomérisation et la formation d’un pore dans la membrane mitochodriale (Lalier et

al., 2007).

A P’inverse de Bax qui est sous forme de monomére dans le cytosol, Bak se trouve
normalement a la mitochondrie ou il est constitutivement lié a Mcl-1 ou Bcl-xL mais pas a
Bcl-2 (Willis et al., 2005). Au déclenchement de 1’apoptose, Mcl-1 est dégradé et/ou les
interactions Mcl-1/Bak, Bcl-xL/Bak sont perturbées par des protéines a BH3-seuls comme
Noxa, Bim ou Bik, ce qui permet la libération de Bak et son oligomérisation. Cependant des
formes mutantes de Bak ne pouvant lier Mcl-1 et Bcl-xL n’induisent pas spontanément
I’apoptose, ce qui indique que le retrait de I’inhibition de Bak par ces deux protéines n’est pas

suffisant.

2.4 Activation des caspases

Une fois I’apoptose déclenchée, le démantelement cellulaire est orchestré par des
protéases a cystéines, les caspases. Les caspases sont initialement traduites sous la forme de

précurseurs zymogeniques inactifs ce qui est une premiére forme de régulation puisqu'elles ne
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seront activées qu’en réponse a des stimuli de mort spécifiques (Earnshaw et al., 1999). Les
caspases sont catégorisées en caspases initiatrices ou caspases effectrices suivant leur position
dans la cascade de signalisation apoptotique. Les caspases initiatrices (caspases-2, -8, -9 et -
10) agissent en amont des voies de mort et partagent une structure similaire dans leur long
prodomaine. Elles sont activées lorsque des protéines adaptatrices interagissent avec leur
prodomaine et induisent leur dimérisation (Pop and Salvesen, 2009). Au contraire les caspases
effectrices (caspases-3, ont un prodomaine plus court et existent déja sous la forme
d’homodimeéres inactifs. Apres clivage par les caspases initiatrices, les caspases effectrices

agissent directement sur des substrats cellulaires spécifiques et demantélent la cellule.

La caspase-9 est activée suite a la libération du cytochrome c par la mitochondrie et a
donc un réle crucial dans D’activation des caspases effectrices a ce point de la voie de
signalisation. L’activit¢é de la caspase-9 est donc hautement régulée notamment par
phosphorylation (Allan and Clarke, 2007, 2009). La caspase-9 peut aussi étre contr6lée au
niveau protéique via ubiquitination par I’E3 ubiquitine ligase XIAP (X-linked inhibitor of
apoptosis protein), un membre de la famille des IAPs (inhibitor of apoptosis protein) (Silke
and Meier, 2013).

3 Régulation de I'expression des protéines de la

famille Bcl-2

3.1 Régulation des pro-apoptotiques

Les protéines a BH3-seuls fonctionnent comme les senseurs initiaux des signaux
apoptotiques. L’expression des BH3-seuls peut étre induite par des facteurs de transcription.
Par exemple Noxa et Puma sont induits par p53 en réponse aux dommages de I’ADN et Bim
peut étre induit par FOXO3A en réponse a la déprivation en nutriments (Dijkers et al., 2000;
Nakano and Vousden, 2001; Oda et al., 2000). D’autres mécanismes post-traductionnels
peuvent activer les BH3-seuls. Par exemple Bad est activé aprés une perte de phosphorylation
en réponse a la déprivation en facteurs de croissance, BID est activé par la caspase-8, Bim est
activé par la perte de sa phosphorylation par ERK qui dans des cellules saines le cible vers
une ubiquitination et une dégradation protéosomal (Li et al., 1998; Puthalakath et al., 1999;

Zha et al., 1996). Il est plus rare de voir une variation dans I’expression de Bax et Bak, ces
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protéines semblent étre exprimeées a des niveaux plus ou moins constants. Bax et Bak sont

principalement régulés post-transcriptionnellement par les autres membres de la famille Bcl-2.

3.2 Régulation des anti-apoptotiques : cas de Mcl-1

La régulation du niveau d’expression des anti-apoptotiques est un autre moyen pour la
cellule de réguler I’apoptose. Par exemple, la transcription de Bcl-xL peut étre induite par des
facteurs de croissance via la voie JAK-STAT. Mcl-1 est rapidement degradé par la voie
ubiquitine-protéasome en réponse a la déprivation en cytokines ou des stimuli de mort
(Nijhawan et al., 2003). 1l peut aussi étre surexprimé de facon post-transcriptionnelle afin de

prévenir 1’apoptose.

Mcl-1 est une protéine plus grosse (350aa) que les autres membres anti-apoptotiques
néanmoins elle contient trois domaines BH contrairement aux autres qui en ont quatre. Mcl-1
est aussi différente des autres protéines pro-survie par sa partie N-terminale qui est plus large
que celle des autres membres et affecte ses fonctions et sa localisation qui peut étre
mitochondriale ou nucléaire. Mcl-1 séquestre directement Bak dans les cellules saines
(Cuconati et al., 2003). Par ailleurs, Bak semble étre le seul partenaire d’interaction de Mcl-1
dans les cellules saines comme le montre Verhagen (communication personnelle) par

immunoprécipitation a grande échelle (Willis et al., 2005).

3.2.1 Régulation de I'expression

Mcl-1 est finement régulé par de multiples mécanismes, qu’ils soient
transcriptionnels, post-transcriptionnels ou post-traductionnels (Figure 13). Par exemple, une
variété de cytokines et de voies de signalisation qui incluent PI3BK/AKT, Stat-3 et p38/MAPK
induisent la transcription du géne MCL1 (Akgul, 2009). De plus, un épissage alternatif de
Mcl-1 produit deux formes de la protéine, Mcl-1-L et Mcl-1-S. L’isoforme Mcl-1-S agit de
manicre opposée a I’isoforme complete et promeut I’apoptose a la fagon d’une protéine a
BH3-seul (Bingle et al., 2000). Au niveau de la traduction, plusieurs études ont montré
I’implication de miR29b dans la régulation de Mcl-1 (Mott et al., 2007; Steele et al., 2010).

3.2.2 Régulation de la dégradation de Mcl-1 par le
protéasome

Mcl-1 est unique parmi les membres anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 car elle a

une demi-vie trés courte, due a une régulation fine de sa dégradation par le protéasome. Deux
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mécanismes régulent cette dégradation, la phosphorylation de la protéine et son
ubiquitination. Mcl-1 contient de multiples sites de phosphorylation dans ses deux régions
PEST (proline, acide glutamique, sérine, thréonine) connues pour diriger les protéines vers
leur dégradation. La thréonine 163 peut étre phosphorylée par ERK ce qui augmente la demi-
vie de la protéine (Domina et al., 2004). A I’inverse, la phosphorylation de la sérine 159 par
GSK3 augmente 1’ubiquitination et la dégradation de Mcl-1 (Maurer et al., 2006). Le
principal médiateur de la dégradation physiologique de Mcl-1 est MULE/ARF-BP1 (Mcl-1
ubiquitin ligase E3), qui ubiquitine Mcl-1 sur cinq résidus différents (Zhong et al., 2005). A
I’inverse la déubiquitinase USP9X stabilise Mcl-1 en enlevant les polyubiquitines liées a la
lysine 48 et protége ainsi de 1’apoptose (Schwickart et al., 2010). Noxa interagit directement
avec Mcl-1 au niveau de la mitochondrie pour induire sa dégradation. En parallele Noxa
augmente les interactions MULE/Mcl-1 et diminue les interactions USP9X/Mcl-1 favorisant

la dégradation de Mcl-1 par le protéasome (Gomez-Bougie et al., 2011).
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Figure 13 Acteurs de la régulation de Mcl-1. (Juin et al., 2013)
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4 Famille Bcl-2 et gliomes

Paradoxalement on retrouve plus souvent une surexpression des membres anti-
apoptotiques de la famille Bcl-2 dans les gliomes de bas grade que dans les GBMs et cette
surexpression est associée avec un pronostic plus favorable. De facon similaire, un haut
niveau de Bax est retrouvé dans les gliomes de haut grade (Fels et al., 2000; McDonald et al.,
2002). Une forme tronquée en N-terminal de Bax, appelée Baxpsi, est présente dans 24% des
patients. Baxpsi est retrouvée préférentiellement a la mitochondrie et est associée a une
meilleure survie dans les gliomes (Cartron et al.,, 2002). Plusieurs petites molécules
inhibitrices ont été synthétisées par agir en tant que BH3-mimétique et prévenir 1’association
de Bcl-2 et Bcl-xL avec leurs protéines pro-apoptotiques associées. Parmi celle-ci, le HA-14-
1 et ’ABT-737 qui possedent une forte affinité pour Bcl-2, Bcl-xL et Bcl-w, induisent
I’apoptose dans les lignées de gliomes en promouvant la libération de Bax (Bertin-Ciftci et
al., 2013; Manero et al., 2006). La résistance a I’ABT-737 est principalement liée a une
surexpression de Mcl-1 ce qui suggére qu’une double inhibition de Bel-2/Bcl-xL/Bcl-w et de

Mcl-1 est obligatoire pour une induction de 1’apoptose substantielle (Tagscherer et al., 2008).

5 Interconnexion entre I'autophagie et I'apoptose

dans la réponse au TMZ

L’autophagie est un processus ubiquitaire a plusieurs €tapes, conservé au cours de
I’évolution. L’autophagie séquestre le matériel cytosolique (cytoplasme, protéines, organites
cellulaires) dans une vacuole a double membrane et le délivre aux lysosomes pour étre
dégradé et recyclé (Nakatogawa et al., 2009). L’autophagie commence avec la formation
d’une structure a double membrane appelée phagophore qui encaspsule le matériel
cytoplasmique et le scelle pour former 1’autophagosome. L’autophagosome fusionne avec des
lysosomes et génere des autophagolysosomes, la peut commencer la dégradation du matériel
cytoplasmique. La protéine p62 connecte les agrégats protéiques a la machinerie
autophagique en se liant d’un c6té aux protéines ubiquitinées par son domaine ubiquitine et
d’un autre c6té a la protéine de la membrane autophagosomale LC3-11 par son domaine LC3

(Yao, 2010) (Figure 14). Le recrutement des agrégats proteiques par p62 favorise donc leur
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dégradation. De plus, p62 elle-méme est un substrat de la dégradation autophagique et

diminue lorsque celle-ci est activée.

L’autophagie, a un réle plus complexe que la sénescence et I’apoptose en réponse aux
traitements anticancéreux. Elle a donc une fonction de survie en réponse a une carence en
nutriments, a 1’absence de facteurs de croissances ou a I’hypoxie. Paradoxalement,
I’accumulation de vacuoles autophagiques conduit a la mort autophagie ou mort programmeée
de type II (par opposition a 1’apoptose ou mort programmée de type I) (Levine and Kroemer,
2008; Mathew et al., 2007a; White, 2012). Un défaut de 1’autophagie augmente le stress
cellulaire jusqu’a provoquer des dommages de I’ADN (par un mécanisme qui n’est pas encore
compris) et une induction plus rapide de I’apoptose (Karantza-Wadsworth et al., 2007;
Mathew et al., 2007b). L’autophagie a donc un réle général de protection de la cellule face au

stress.
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Figure 14 Processus d'autophagie. Formation d’une vacuole qui s’allonge séquestre
le contenu cytoplasmique et les protéines ubiquitinees liees a p62 pour former
I’autophagosome apres recrutement et clivage de LC3B. L’autophagosome fusionne avec un
lysosome et les enzymes présentes dans le lysosome vont dégrader le contenu de
I’autophagosome.
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Plusieurs groupes proposent une relation séquentielle entre 1’autophagie, 1’apoptose et
la sénescence en réponse au TMZ (Figure 15).(Kanzawa et al., 2004; Knizhnik et al., 2013).
L’autophagie semble étre dépendante des 1ésions O6-MeG puisqu’elles peuvent étre abrogées
par I’expression de MGMT. Des cellules déficientes pour ATM ou avec un MMR défectif ne
peuvent induire d’autophagie en réponse au TMZ ce qui suggere un rdle important de la
signalisation des dommages de I’ADN dans la voie décisionnelle de survie ou de mort. En
revanche, les mécanismes moléculaires de déclenchement de 1’apoptose par le TMZ ne sont

pas documentés dans la littérature.
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Figure 15 Modele de réponse au TMZ.

Les données prouvant une interconnexion entre 1’autophagie et I’apoptose sont
récentes. Par exemple, la protéine autophagique Beclin-1 (requise pour I’initiation de la
formation de I’autophagosome) est inhibée par les protéines anti-apoptotiques Bcl-2, Bcl-xL

et Mcl-1 via une liaison directe de leurs domaines BH3 (Maiuri et al., 2007; Pattingre et al.,
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2005). Plus récemment, la protéine pro-apoptotique BIM a aussi été identifiée comme
partenaire de Beclin-1 et inhibe la formation des autophagosomes en recrutant Beclin-1 aux
microtubules (Luo et al., 2012). De méme I’effet inhibiteur de Bcl-2 et Bcl-xL sur Beclin-1
dépend de leur localisation subcellulaire au réticulum endoplasmique et non a la mitochondrie
(Pattingre et al., 2005). Ces résultats suggerent donc une organisation spatiale dans le contréle

de I’autophagie et de I’apoptose par les membres de la famille Bel-2.
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D. LEGFR ET SES LIGANDS DANS LA RESISTANCE AU
TRAITEMENT

L’amplification, la surexpression et la mutation d’EGFR sont des phénomenes
fréquents dans la plupart des cancers humains incluant les cancers du sein, les cancers non a
petites cellules du poumon, les cancers de la vessie et les cancers du cerveau et du cou
(Casalini et al., 2004). Les anomalies de I’EGFR sont associées avec des fonctions clés du
développement et de la croissance des cancers, c’est-a-dire la prolifération autonome des

cellules, I’invasion, I’angiogenése et le potentiel métastatique (Herbst, 2004).

L’EGFR joue un réle critique dans la biologie des GBMs, il est un contributeur
primaire de leur initiation et de leur progression. L’amplification d’EGFR est une anomalie
fréquente dans les GBMSs primaires qui survient dans 35 a 45% des tumeurs (Loew et al.,
2009). L’augmentation du niveau d’EGFR dans les GBMs peut étre due a une amplification,
une surexpression ou les deux. Tous les GBMs primaires présentant une amplification
d’EGFR montrent une surexpression, tandis que 70-80% de ceux présentant la surexpression
ont une amplification du gene ce qui montre qu’une partie des tumeurs ont une augmentation

d’EGFR en absence de I’amplification du géne (Ohgaki and Kleihues, 2009).

La surexpression d’EGFR est associée, indépendamment de la MGMT, a un mauvais
pronostic dans les GBMs traités par TMZ et radiothérapie (Murat et al., 2008). Des
polymorphismes contenus dans les génes de ’EGFR et de I’EGF pourraient étre associés a un
facteur de risque pronostic (Sjostrom et al.,, 2010). Les patients surexprimant EGFR

pourraient donc potentiellement bénéficier de thérapies additionnelles spécifiques.

Ainsi aprés un rappel sur la famille de ’EGFR, les résultats cliniques de 1’utilisation

des inhibiteurs d’EGFR dans le GBM seront présentés.

1 Lafamille de récepteur a tyrosine kinase HER

L’EGFR (epidermal growth factor receptor) fait partie de la plus grande famille de récepteurs
connue, la super-famille des récepteurs a tyrosine kinase (RTK). Ces récepteurs possédent une

activité tyrosine kinase qui leur permet de phosphoryler des tyrosines de leur propre chaine
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polypeptidique mais aussi des tyrosines d’autres substrats et constitue le point d’initiation de
I’activation de voies de signalisation intracellulaire. Les RTKs régissent la communication
entre les signaux extracellulaires, provenant des facteurs de croissance, et les signaux
intracellulaires (Schlessinger, 2000). Ces récepteurs sont exprimes dans la quasi-totalité des
tissus non hématopoiétiques ou ils jouent un réle central dans la prolifération et la
différenciation cellulaire, notamment au cours du développement (Olayioye et al., 2000). Une
régulation fine des voies de signalisation est nécessaire a une croissance normale de la cellule.
De ce fait les aberrations de la transduction du signal provoquent le développement d’un
phénotype tumoral, caractérisé par des altérations dans la différenciation, une survie et une
prolifération accrues, une résistance aux signaux apoptotiques, une angiogenese active et un

caractére invasif (Casalini et al., 2004; Normanno et al., 2006; Olayioye et al., 2000).

1.1 Composition et structure

EGFR appartient & un sous-groupe de RTK appelé famille HER qui contient quatre

memebres :

- HER1 ou ErbB1 ou EGFR ; I
- HER2 ou ErbB2 ou neu ; ecp| 1 oo crdt
- HER3ouErbB3;
- HER4 ou ErbB4.

crd2
Les quatre récepteurs de la famille HER partagent une ™ |§§ ﬁiﬁ@@ﬁ‘
structure identique composée d’un domaine extracellulaire de

liaison (ECD), d’un domaine transmembranaire (TM) et d’'un  |CD

long domaine intracytoplasmique (ICD) qui comporte une

tyr
activité tyrosine kinase (tk) et des phospho-tyrosines (ptyr) e

(Figure 16) (Sliwkowski, 2003). Le domaine extracellulaire )

) ) ) ) Figure 16 Stucture
contient quatre sous-domaines arranges en tandem. Le premier rgcepteur HER,
et le troisiéme sous-domaine (I et 111) ont une conformation en (Sliwkowski, 2003)
tonneau-p et les domaines Il et IV sont les domaines riches en

cystéines.
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1.2 Activation du récepteur

Chaque récepteur possede un domaine permettant la dimérisation et un domaine de
fixation du ligand. La partie intracellulaire des récepteurs HER contient des domaines tyrosine
kinases hautement conservés. Seul HER3 ne possede pas d’activité kinase (Hsieh and
Moasser, 2007). EGFR, HER3 et HER4 peuvent naturellement former des homo- ou
hétérodimeres. Les dimeres ne sont capables d’induire le signal qu’apres stabilisation suite a
la fixation du ligand. Les ligands de la famille HER sont de type monomériques c’est-a-dire
qu’ils induisent des complexes avec une steechiométrie ligand/récepteur de 2:2 (Tzahar et al.,

1997).

L’étude de la structure d’EGFR par cristallographie a révélé qu’il existe sous deux
conformations distinctes (Ogiso et al., 2002). La conformation fermée est inactive car les
domaines Il et IV sont attachés entre eux et empéchent les domaines | et Il de se rassembler
pour former le site de liaison au ligand (Figure 17). Cette conformation est en équilibre avec
une conformation ouverte active du récepteur ou les domaines II et IV s’éloignent des
domaines I et III ce qui d’une part forme la poche de liaison au ligand et d’autre part expose la
boucle du domaine Il nécessaire a la dimérisation du récepteur. En I’absence de ligand,
I’équilibre se déplace vers la conformation fermée. La liaison du ligand stabilise la
conformation ouverte ce qui permet I’accumulation de diméres actifs, 1’autophosphorylation

en trans du récepteur et le début de la signalisation.
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Figure 17 Mécanisme de fixation du ligand et de dimérisation d'EGFR. (Landau
et al., 2004)

Contrairement aux autres membres HER2 n’a pas besoin de ligand car il est
constitutivement sous une forme active (Cho et al.,, 2003). Il ne peut d’ailleurs pas
s’homodimériser mais sa forte activité kinase permet de potentialiser 1’activation des autres
membres de la famille HER (Tzahar et al., 1996). HER2 est par exemple capable de moduler
finement les zones de phosphorylation d’EGFR (Hartman et al., 2012). Ainsi il va retarder
I’endocytose et la dégradation d’EGFR ce qui prolonge la durée du signal.

1.3 Ligands des récepteurs HER

La partie extracellulaire est la moins conservée parmi les récepteurs, ce qui la rend
responsable des différences d’affinités envers les ligands. Les ligands de la famille HER sont
généralement divisés en quatre groupes en fonction de leurs capacités de liaison aux différents
récepteurs (Tableau 1) (Bianco 2007).

- Les ligands liant EGFR seulement;
- Les ligands liant EGFR et HER4 ;
- Les ligands liant HER3 et HER4 ;

- Les ligands liant HER4 seulement.
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EGFR HER?2 HER3 HER4

Heparin-Binding
Epidermal Growth
Factor (HBEGF)

Bétacelluline (BTC)

Epiréguline (ER)

Heparin-Binding
Epidermal Growth
Factor (HBEGF)

Bétacelluline (BTC)

Epiréguline (ER)

Tableau 1 Famille HER et ses ligands.

Chaque ligand possede une structure caractéristique appelée motif EGF. 1l s’agit de
trois domaines boucles créés par des ponts disulfures qui sont indispensables pour la liaison
au récepteur. Les interactions de haute affinité pour les récepteurs sont donc médiées par ce
motif EGF-like et induisent 1’autophosphorylation du récepteur et I’initiation des voies de
signalisation en cascade. Les autres structures retrouvées sont des domaines Ig-like, des sites
de liaison a I’héparine et des sites de glycosylation (pour revue : Harris et al., 2003). La
plupart des ligands proviennent d’un précurseur transmembranaire qui est biologiquement
actif et peut donc interagir de maniére juxtacrine. Les ligands solubles sont obtenus par
clivage de ce précurseur. Ce clivage peut nécessiter ’intervention de métalloprotéases qui
sont genéralement exprimées par la cellule ou se trouve le ligand (activation autocrine) mais
aussi par les cellules voisines (activation paracrine), exception faite de ’EGF qui se retrouve
dans la plupart des fluides biologiques (activation endocrine). Chaque ligand démontre un

panel d’expression distinct selon le tissu et 1’étape de développement de I’organisme.
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I1 est aussi important de noter que ’EGFR est capable de se lier a d’autres récepteurs a
tyrosine kinase exprimés a la surface de la cellule tels que I’'IlGFR (insulin growth factor
receptor), le PDGFR (platelet-derived growth factor receptor) et le récepteur Fas (Eberle et
al., 2005; Morgillo et al., 2006; Saito et al., 2001).

1.4 Voies de signalisations activées par EGFR

A cause de sa complexité inhérente, les voies de signalisation des récepteurs de la
famille HER sont souvent décrites de manicre simplifiée comme un nceud papillon (bow-tie
configuration) ou a partir d’'un nombre important de signaux finement modulés (par 12
ligands et 4 récepteurs) on active une multitude de réponses cellulaires via un nombre limité
d’effecteurs (Citri and Yarden, 2006). Ces signaux s’entrecroisent dans un réseau
interconnecté qui agit sur la prolifération, D’apoptose, 1’angiogenese, la migration et

I’invasion. Ci-apres sont décrits les signaux régulés en particulier par ’EGFR (Figure 18).

1.4.1 Ras/Raf/MAPK

La voie des Ras/Ras/MAPK est une voie majeure de la signalisation de la famille
HER. Le complexe de protéines adaptatrices GRB2/Sos se lie via une autre protéine
adaptatrice Shc a des sites d’amarrage (docking site) intracellulaires spécifiques d’EGFR,
apres la phosphorylation des tyrosines kinases du récepteur (Batzer et al., 1994). Cette
interaction change la conformation tridimensionnelle de Sos qui recrute et active Ras qui lui-
méme active RAF1, MAPK1 et MAPK2. Une fois activees les MAPKs phosphorylent et
régulent des facteurs de transcription nucléaires qui induisent la migration et la prolifération
cellulaire (Liebmann, 2001).

1.4.2 PI3K/Akt

La voie de signalisation PI3K régule la croissance, la résistance a 1’apoptose mais
aussi I’invasion et la migration. L’activation de PI3K intervient via la dimérisation d’EGFR
avec HER3 qui posséde des sites d’amarrage pour PI3K contrairement a EGFR (Soltoff et
Cantley, 1996; Yarden et Sliwkowski, 2001). PI3K est composé de deux sous-unités
enzymatiques, p85 et pl10. La sous-unité régulatrice p85 est directement associée au
récepteur via I’interaction de son domaine SH2 (Src homology domain) avec les résidus

phosphotyrosines. La sous-unité catalytique p110 phosphoryle le phosphatidylinositol 4,5-
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diphosphate en phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate qui en retour phosphoryle et active la

sérine/thréonine kinase Akt (Vivanco et Sawyers, 2002).

1.4.3 Famille STAT

EGFR peut réguler la voie STAT de facon dépendante ou indépendante de JAK (Janus
Kinase). Les protéines STATs sont une famille de facteurs de transcription cytoplasmiques
qui existent sous forme de monomeéres inactifs. Les protéines STATS interagissent via leur
domaine SH2 avec les résidus phosphotyrosines et aprés dimérisation se localisent au noyau
ou elles induisent I’expression de génes cibles. De nombreuses €¢tudes ont montré 1’activation

constitutive de STAT-3 et STAT-5 dans différentes tumeurs.

1.4.4 Protéine kinase Src

La protéine Src est une kinase cytoplasmique ne faisant pas partie des RTKs, elle joue
un role fondamental dans la régulation de la prolifération, de la migration, de I'adhésion, et de
I’angiogenése tumorale. La voie Src est interconnectée avec les voies de signalisation
majeures comme PI3K et STAT. L’activité tyrosine kinase de Src est indépendante de la
signalisation des RTKs mais elle peut interagir avec EGFR et augmenter sa signalisation. Src

peut aussi étre impliqué dans la résistance aux thérapies ciblant EGFR.
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Figure 18 Voies de signalisation de I'EGFR.
(http://www.epitomics.com/products/pathways/EGFR.php)

1.5 Transactivation d’EGFR

Tous les ligands de la famille de ’EGF sont des protéines transmembranaires qui
peuvent étre clivées par des protéases a la surface de la cellule. Ce clivage, ou suppression de
I’ectodomaine (ectodomain shedding) est une étape cruciale dans le controle de la
disponibilité des ligands et de I’activation du récepteur. Ce processus appelé transactivation
d’EGFR, a des implications biologiques importantes dans les cellules normales et cancéreuses

(Figure 19) (Gschwind et al., 2001).

La transactivation d’EGFR a été décrite en premier lieu apres 1’activation de
récepteurs couplés a la protéine G (GPCR) (Daub et al., 1996). La transactivation d’EGFR a
été démontrée avec de nombreux GPCRs et dans des modeles variés dont des cancers
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humains. Cette transactivation induit la synthése de I’ADN, la progression dans le cycle, ou
bien encore la migration des cellules cancéreuses, ce qui suggere un réle important dans la
tumorigenése (Fischer et al., 2003). Le proHBEGF (proforme du HBEGF) s’est alors révélé
étre un ligand crucial dans la transactivation d’EGFR en réponse a de nombreux stimuli tels
que D’ester de phorbol TPA, I’ionophore de calcium mais aussi de nombreux facteurs de
croissance et cytokines (Higashiyama et Nanba, 2005). La protéine kinase C (PKC) et MAPK
sont impliqués dans le clivage du proHBEGF suite a ’activation des GPCRs. La plupart des
protéases impliquées dans le clivage de 1’ectodomaine sont des métalloprotéases de la famille
des ADAMs (a desintegrase and metalloprotease) et plusieurs membres de cette famille sont

associés avec de nombreux types de cancers (Mochizuki and Okada, 2007).
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Figure 19 Transactivation d'EGFR (George et al., 2010)

1.6 EGFR dans la résistance au traitement

1.6.1 Localisation au noyau

Au-dela des voies de signalisation traditionnelles, EGFR peut étre transporté de la
membrane cellulaire au noyau et y exercer des fonctions biologiques. Il existe des séquences

de localisation nucléaire (NLS) au cceur de tous les membres de la famille EGFR. EGFR
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possede un NLS en trois parties contrairement aux autres membres ou il est en une ou deux
parties (Hsu et Hung, 2007). Le NLS et I’importine-p sont impliquées dans la translocation
nucléaire de ’EGFR et d’ErbB2. L’ importine-f forme un complexe avec les molécules ayant
un NLS et peut se lier aux nucléoporines des complexes de pores nucléaires (Lo et al., 2006).
De plus, I’endocytose du récepteur et son association avec des marqueurs endosomaux

précoces sont requis pour I’import vers le noyau d’EGFR et ErbB2 (Giri et al., 2005).

La translocation de la forme totale d’EGFR au noyau est impliquée dans la régulation
de la transcription, la prolifération cellulaire, la réplication de I’ADN, la réparation de I’ADN
et la résistance a la chimio- radiothérapie. Le transport d’EGFR au noyau est associé a des
mécanismes liés aux ligands et & 1’apparition des dommages a ’ADN (Wang et al., 2010).
D’un point de vue clinique, I’EGFR nucléaire est associé avec un mauvais pronostic dans les
cancers du sein, les cancers ovariens, et les carcinomes épidermoides de 1’cesophage (Hoshino

et al., 2007; Lo et al., 2005; Xia et al., 2009).

L’EGFR nucléaire contribue a la résistance a la thérapie comme [I’irradiation, le
cisplatin et les rayons ionisants (Dittmann et al., 2008; Liccardi et al., 2011). En effet ’"EGFR
nucléaireest capable d’interagir directement avec DNA-PK et favorise ainsi la réparation de
I’ADN (Dittmann et al., 2005). La signalisation classique d’EGFR notamment via les MAPK
est aussi capable de réguler la réparation par recombinaison homologue (Kriegs et al., 2010).
De maniére similaire a la radiothérapie et la chimiothérapie, des modéles in vitro montrent
que les cellules résistantes aux inhibiteurs d’EGFR gefitinib et cetuximab présentent un haut
niveau d’EGFR nucléaire (Huang et al., 2011; Li et al., 2009). Ces études prouvent

I’implication de la forme nucléaire d’EGFR dans la résistance aux inhibiteurs du récepteur.

Hormis la réparation et la résistance d’autres fonctions de I’EGFR nucléaire ont été
décrites. Le variant auto-activé d’EGFR, EGFRVIII, a été détecté dans le noyau des cellules
gliales normales et dans les GBMs primaires ou il forme un complexe oncogénique avec Stat-
3 et médie la transformation gliale (de la Iglesia et al., 2008). Plus récemment il a été montré
que le complexe EGFRvIII/Stat-5b promeut 1’oncogenése et la résistance au traitement dans
le glioblastome en régulant I’expression de Bcl-xL (Latha et al., 2013). Une autre étude
montre que les complexes nucléaires EGFR/Stat-3 et EGFRvIII/Stat-3 peuvent activer
I’expression de la cyclooxygénase-2 (COX-2) dans les cellules de GBMs (Lo et al., 2010).
Récemment un variant d’EGFR auquel il manque plusieurs domaines appelé mLEEK a été

identifié comme facteur de transcription (Piccione et al., 2012).



Introduction : L’EGFR et ses ligands dans la résistance au traitement

1.6.2 Localisation a la mitochondrie

Suite a la fixation de I’EGF, la forme totale de I’EGFR peut s’ancrer a la mitochondrie
ou elle s’associe avec la sous-unité Il de la cytochrome ¢ oxydase, un composant clé de la
cascade de phosphorylation oxydative régulant 1’apoptose via le relargage du cytochrome ¢ de
la mitochondrie (Demory et al., 2009). L’endocytose clathrine-dépendante, 1’activité de la
kinase c-Src et un signal de localisation mitochondriale dans le domaine juxtamembranaire
d’EGFR sont aussi impliquées dans cette translocation a la mitochondrie. Le cetuximab induit
une accumulation d’EGFRVIII a la mitochondrie ce qui suggére que ce changement de
compartiment joue un role dans la réponse thérapeutique aux inhibiteurs d’EGFR (Dreier et
al., 2012). Un récent papier montre qu’EGFR et son variant EGFRVIII peuvent subir une
translocation a la mitochondrie apres un traitement induisant 1’apoptose ou I’inhibition
d’EGFR par un TKI dans le GBM (Cao et al., 2011). Ainsi une forte présence d’EGFRVIII a
la mitochondrie est associée a la résistance a la chimiothérapie et aux inhibiteurs d’EGFR.
Cependant on ne sait toujours pas comment EGFR est transporté a la mitochondrie. D’autres
études sont nécessaires pour savoir si EGFR est intégré a la membrane mitochondriale via une

fusion avec la membrane endosomale ou bien s’il s’agit d’un autre mécanisme.

2 EGFR dans le GBM

2.1 Dérégulation d’EGFR et de ses voies de signalisation dans

les GBMs

EGFR est le quatrieme gene le plus muté dans les GBMs (TCGARN, 2008). Les
mutations d’EGFR incluent des délétions et des mutations ponctuelles dans le domaine
extracellulaire de liaison au ligand et des délétions dans la partie cytoplasmique. Un certain
nombre de délétions du domaine extracellulaire sont exclusivement retrouvees dans les
GBMs, elles incluent les variants EGFRvI et EGFRvII (12-16%) qui sont des protéines
tronquées dont on pense qu’elles sont oncogéniques. Il en est de méme pour les mutants
EGFRvVIV et vV (11-17%) qui sont délétés dans la partie cytoplasmique. Les mutations
ponctuelles sont le plus souvent localisées a 1’interface entre deux domaines d’EGFR. On
pense qu’elles préviennent le rassemblement des domaines II et IV et favorisent la

conformation active du récepteur.
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La forme la plus courante et la mieux étudiée des mutations d’EGFR dans les GBMs
est le variant EGFRVIII (55-62%). Il est aussi retrouvé dans les cancers du poumon non a
petites cellules, du sein et de la prostate mais & une fréquence moindre que dans les GBMs.
Environ 50 a 60% des GBMs surexprimant I’EGFR ont cette mutation (Ohgaki and Kleihues,
2009). La surexpression et 1’amplification d’EGFRVIII et d’EGFR sont corrélés avec un
pronostique plus sombre dans les GBMs (Shinojima et al., 2003). Récemment il a été montré
qu’EGFR et EGFRVIII peuvent coopérer dans le GBM et augmenter spécifiquement
I’activation de STAT-3 et -5 et non des voies PI3K et MAPK (Fan et al., 2013). EGFRvVIII ne
peut pas lier les ligands mais est constitutivement actif, induit une surexpression du HBEGF

et engendre une boucle autocrine d’activation d’EGFR (Li et al., 2013).

La signalisation anormale de I’EGFR peut étre due a plusieurs mécanismes Qqui
incluent la surexpression du récepteur (fréquente dans les cancers humains), la mutation mais
aussi des mécanismes due aux ligands. Le potentiel oncogénique d’EGFR et des RTKs
dépend d’une activation accrue des voies de signalisation PI3K et MAPK. La voie
Ras/Raf/MAPK joue un rdle important dans la transduction du signal mitotique et la
prolifération tandis que la voie PI3K/AKT/mTOR joue un réle dans I’inhibition de I’apoptose.
En tout ce sont 88% des GBMs qui présentent au moins une mutation dans la voie des
RTK/PISBK/MAPK (Figure 20) (TCGARN, 2008).

EGFR ERBB? PDGFRA MET
RTK/RAS/PIZIK ) M) ()
signalling altered
in 88% L L J
Mutation, amplification Mutation Amplification  Amplification
in 45% in 8% in 13% in 4%
I I l |
Mutation, homozygous Mutation, homozygous
deletion in 18% @ _| . I I_ @ deletion in 36%
Mutation in 2% Mutation in 15%
1 Amplification in 2%

Proliferation 1

survival o
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Figure 20 Altérations génétiques de la voie RTK/RAS/PI3K dans les
glioblastomes. (TCGARN, 2008)
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2.2 Espoirs et échecs de la thérapie ciblée contre EGFR dans le

GBM

Au vu de la fréquente amplification et surexpression de 'EGFR dans les GBMs
primaires, plusieurs inhibiteurs, utilisés dans le traitement d’autres cancers, ont été testés dans
le traitement des GBMs (Figure 21). L’inhibition de ’EGFR dans les tumeurs peut étre réalisé
en ciblant le domaine tyrosine kinase, les voies de signalisation, la dimérisation du récepteur,

le domaine de fixation du ligand ou directement des ligands spécifiques.

Les thérapies ciblées contre les tyrosine kinases, les voies de signalisation et les
anticorps dirigés contre le récepteur sont les plus employées tandis que les thérapies visant
des ligands spécifiques sont inexistantes. Dans le cas des GBMs, les petites molécules
inhibitrices des tyrosine kinases (TKI) que sont I’erlotinib et le gefitinib ainsi que 1’anticorps
monoclonal cetuximab, ont montré des résultats prometteurs en études précliniques mais
n’ont montré aucun effet significatif en monothérapie ou en combinaison avec le protocole
standard (Brown et al., 2008; Franceschi et al., 2007; Neyns et al., 2009).
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Figure 21 Inhibiteurs ciblant I'EGFR utilisés en clinique.

Les anticorps monoclonaux dirigés contre EGFR ont été introduit depuis les années 80
avec des anticorps de souris en premiere génération puis leurs versions humanisées.
Cependant une étude prospective de phase I/11 sur des patients avec des GBMs récurrents a
montré que ces anticorps n’avaient aucune efficacité thérapeutique (Stragliotto et al., 1996).
L’administration intracranienne des anticorps demeurent impossible du fait d’une importante
réaction inflammatoire (Werséll et al., 1997). Cependant les espoirs des dernieres années

viennent de I’introduction de petites molécules inhibitrices les TKI.

Le gefetinib (ZD1839, Iressa®) est un inhibiteur réversible de I’activité tyrosine kinase
d’EGFR qui n’induit pas I’internalisation ou la dégradation du récepteur et ne réduit pas son
niveau protéique. Le gefitinib est retrouvé en grande quantité au sein de la zone tumorale et

déphosphoryle efficacement I’EGFR (Hegi et al., 2011). Malgré la déphosphorylation



Introduction : L’EGFR et ses ligands dans la résistance au traitement

d’EGFR par le gefitinib, il n’apparait pas de modulation évidente des voies de signalisation

sous-jacentes, notamment ERK1/2 au récepteur in vivo.

L’erlotinib (OSI-774, Tarceva®) est aussi un TKI réversible. En plus de la forme
sauvage, il est aussi capable d’inhiber la forme mutée EGFRVIII mais comme le gefetinib il
n’a aucun effet sur la dégradation ou le niveau proté¢ique d’EGFR. Contrairement au gefetinib,
I’erlotinib est retrouvé a des concentrations plasmatiques faibles ce qui peut expliquer une
déphosphorylation inefficace et le besoin de fortes doses pour un effet antitumoral optimal
(Raizer et al., 2010).

Les succes cliniques du gefitinib et de D’erlotinib dans les cancers du poumon
rendaient pourtant ces molécules d’autant plus prometteuses dans les gliomes. Cependant,
aucune corrélation n’a pu étre établie entre la réponse et le niveau d’amplification d’EGFR
pour ces deux inhibiteurs. Les raisons eévoquées de cet echec incluent une difficulté a passer la
barriere hémato-encéphalique ou des mutations non reconnues conférant une résistance (Patel
et al., 2012). Des résultats contradictoires apparaissent selon les essais cliniques, mettant en
évidence ou non des corrélations entre 1’efficacité clinique de ces inhibiteurs avec le niveau
de phosphorylation d’AKT et I’expression de PTEN. Par ailleurs, une phosphorylation
importante d’AKT permet a la tumeur de négliger I’inhibition d’EGFR (Haas-Kogan et al.,
2005). En se basant sur les données acquises dans le cancer du poumon (Pérez-Soler et al.,
2004), il est possible que des aberrations génétiques puissent déterminer les patients

susceptibles de répondre.

L’inhibition d’EGFR seul n’est donc pas suffisante pour le controle de I’activité des
voies de signalisations. Pire, I’inhibition totale de I’activit¢ d’EGFR semble activer des voies
de signalisation encore plus oncogéniques. Pour les contrer, les recherches futures vont
certainement se focaliser sur le développement de combinaisons thérapeutiques rationnelles
mais aussi sur la définition de sous-groupes de patients sensibles, comme c’est déja le cas
pour les cancers du poumon non a petites cellules (Leung et al., 2012). Une autre stratégie est
de moduler finement 1’inhibition d’EGFR pour éviter de déclencher des mécanismes de
résistance. L’inhibition des ligands est donc une voie intéressante qui nécessite d’étre étudié

plus intensément.
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3 Intérét du ciblage du HBEGF dans la thérapie des
GBMs

L’activation autocrine d’EGFR médiée par une surexpression de ligand est un
mécanisme connu impliqué dans le développement et la progression du cancer (Normanno et
al., 2006). A I’inverse des récepteurs, les ligands de la famille de ’EGF sont peu utilisés en
tant que cible pour la thérapie anticancéreuse. Cependant certaines études suggérent qu’une
concentration élevée en ligands permettrait aux cellules cancéreuses de contourner les
thérapies anti-EGFR (Troiani et al., 2013). Cela laisse suggérer la présence d’une boucle
autocrine engendrant une dérégulation dans la signalisation d’EGFR. Le ciblage des ligands

est donc une stratégie innovante pour le développement potentiel de nouvelles thérapies.

3.1 Roles du HBEGF dans le cancer

La surexpression du HBEGF est impliquée dans la progression tumorale de hombreux
cancers tels que les carcinomes hépatiques, le cancer du colon, le cancer du pancréas, le
cancer de la vessie, ou le cancer ovarien (Ito et al., 2001a, 2001b; Itoh et al., 2005; Miyamoto
et al., 2004; Ongusaha et al., 2004). Le HBEGF sert de récepteur a la toxine diphtérique
(Naglich et al., 1992). Le CRM197, un dérivé inactif de la toxine diphtérique, sert d’ailleurs
d’inhibiteur spécifique du HBEGF. Le CRM197 se fixe au HBEGF mature ou a sa proforme
ancré a la membrane et est capable d’induire I’apoptose, d’inhiber la migration et 1’invasion et

de diminuer la croissance.

En analysant I’expression des différents ligands d’EGFR dans une variété de
différentes lignées cancéreuses, Yostumoto et al. ont identifi¢ le HBEGF et I’amphiréguline
comme cibles potentielles de thérapie (Yotsumoto et al., 2008). Le HBEGF en particulier est
surexprimé dans différents types de cancers dont les cancers de la vessie, du sein, du colon, du
foie, de I’ovaire, du pancréas, de la prostate et les GBMs. Le HBEGF joue une réle critique
dans la formation tumorale du cancer de 1’ovaire (Miyamoto et al., 2004). Par ailleurs
I’inhibition du HBEGF par le CRM197, un inhibiteur spécifique se liant au domaine EGF-like
du HBEGF, a un effet antitumoral dans ce type de cancer, en synergie avec le paclitaxel (Yagi
et al., 2009). Le HBEGF est un inducteur de plusieurs comportements oncogéniques tels que
la croissance et la migration in vitro mais aussi la croissance et ’angiogenése in vivo comme

le montre 1’expression stable sa forme soluble ou ancré a la membrane dans des cellules du
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cancer de la vessie (Ongusaha et al., 2004). Le HBEGF est typiquement exprimé dans les
cellules épithéliales mais il est retrouvé aussi dans le stroma, I’endothélium et dans certains
organes qui exercent des effets paracrines sur les cellules cancéreuses (Adam et al., 1999;
Nolan-Stevaux et al., 2010). L’expression du géne HBEGF est la cible de plusieurs oncogénes
comme v-jun, Raf et Ras et peut donc promouvoir la prolifération suite a la transformation
oncogénique (Fu et al., 1999; McCarthy et al., 1995).. La surexpression du HBEGF combinée
a une mutation de Kras est suffisante pour induire une transformation néoplasique rapide des

cellules du pancréas (Ray et al., 2013).

Les GBMs quant a eux ont une forte expression d’ADAMI12 (a desintegrin and
metalloprotease 12) qui favorise le clivage et la libération de ’HBEGF (Kodama et al., 2004).
Les lignées de GBMs perdent 1’expression des mutants d’EGFR tels qu’EGFRVIII lors du
passage en culture. L’induction de 1’expression d’EGFRVIII dans la lignée de GBM primaire
U251 augmente ’expression du TGF-a et du HBEGF, ce dernier engendre par ailleurs une

boucle d’activation sur I’EGFR sauvage (Ramnarain et al., 2006).

3.2 Activités du HBEGF dépendantes des récepteurs

Le HBEGF peut se lier a ’EGFR mais aussi a HER4 de maniéere paracrine ou
juxtacrine (Figure 22). Les effets biologiques du HBEGF sur ’EGFR et HER4 sont distincts.
L interaction du HBEGF avec EGFR promeut la prolifération et la survie en activant des
voies de signalisation qui convergent vers Raf/RassMEK/ERK et PI3BK/AKT (Yarden and
Sliwkowski, 2001). La liaison HBEGF/HER4 quant a elle induit la chemotaxie et la migration
(Elenius et al., 1997).

Diverses études ont montré que la proforme du HBEGF ancrée a la membrane
posseéde une activité propre différente du HBEGF soluble. Alors que le proHBEGF prévient
de I’apoptose induite par le TGF-a in vitro dans des cellules hépatiques, cette fonction n’a pas
pu étre retrouvée avec du HBEGF soluble (Miyoshi et al., 1997). De méme, le proHBEGF,
par son interaction juxtacrine avec EGFR protege les cellules épithéliales de 1’anoikis tout en
maintenant le phénotype épithélial (Singh et al., 2007). Les formes membranaires et solubles
du HBEGF regulent des fonctions distinctes des ilots pancréatiques. La régulation du ratio
d’expression de ces deux formes permet un ajustement de la sensibilité des ilots au glucose
(Ray et al., 2009). Un stimulus de blessure entraine le clivage du proHBEGF qui stimule la

migration et la prolifération des kératinocytes (Tokumaru et al., 2000). L’abolition du clivage



Introduction : L’EGFR et ses ligands dans la résistance au traitement

du HBEGEF résulte en de séveéres anomalies du cceur et de la peau (Yamazaki et al., 2003).
Plus de la moitié des souris HBEGF~ meurent durant la premiére semaine, les survivantes ont

des dysfonctionnements du cceur qui réduisent leur espérance de vie (lwamoto et al., 2003).

3.3 Activités du HBEGF indépendantes des récepteurs

Des études récentes ont démontré que la partie cytoplasmique du HBEGF appelée
HBEGF-CTF (HBEGF- C-terminal fragment) est active indépendamment des récepteurs
(Figure 22). Apres son clivage, le HBEGF-CTF a une activité intracellulaire qui est
indépendante du proHBEGF. Le HBEGF-CTF est capable de subir une translocation au noyau
ou il induit I’export nucléaire du répresseur transcriptionnel PLZF. PLZF est un répresseur
transcriptionnel séquence-spécifique et inhibiteur de la progression dans le cycle cellulaire. Il
achéve ses effets grace a un domaine a doigt de zinc sur les promoteurs de genes tels que la
cycline A. Son export du noyau empéche son action inhibitrice et promeut la progression dans
le cycle (Nanba et al., 2003). Ce mécanisme est associé a un phénotype plus agressif dans le
cancer de la vessie. HBEGF-CTF agit aussi sur un autre répresseur de la transcription, BCL6
mais dans ce cas il inhibe ses fonctions en induisant sa dégradation (Kinugasa et al., 2007). Il
a aussi été montré que la localisation nucléaire de HBEGF-CTF est associée a un phénotype
plus agressif dans le cancer de la vessie (Adam et al., 2003). La régulation de ces activités
pourrait étre dépendante d’une phosphorylation directe du HBEGF-CTF (Wang et al., 2006).

La proforme du HBEGF semble aussi avoir un role intracytoplasmique. A 1’aide de la
technique du double hybride, BAG-1 a été identifié comme partenaire du proHBEGF auquel
il peut se lier par son domaine cytoplasmique ce qui augmenterait sa fonction prosurvie (Lin
et al., 2001a). BAG-1 (Bcl2-associated Athano-Gene 1) est une protéine cochaperonne
multifonction qui est impliquée dans différents processus cellulaires lies a la survie
(Townsend et al., 2003, 2005). L’extinction de BAG-1 dans des lignées de leucémies
my¢loides aigiies est associée a une diminution de 1’expression de Bcl-2, Bcl-xL et Mcl-1.
Dans le cas de Mcl-1, BAG-1 le protége de sa dégradation par le protéasome en contrdlant
I’expression de la déubiquitinase USP9X (Aveic et al., 2011).
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Figure 22 Activités du HBEGF (Schneider et Wolf, 2009)

3.4 HBEGF et résistance a la chimiothérapie

Parmi les ligands d’EGFR, le HBEGF en particulier est induit rapidement lors d’un
traitement par chimiothérapie et contribue a la résistance par une activation du récepteur
(Wang et al., 2007). 11 intervient aussi dans I’activation d’EGFR lors d’une inhibition du
protéasome dans les cellules du cancer du pancréas (Sloss et al., 2010). Il est proposé pour le
moment que cette augmentation du HBEGF puisse étre due a une transcription dépendante
d’AP-1/NF«B et a une amélioration de la stabilité de son ARNm. Ces deux phénoménes non
exclusifs contribuent a une augmentation de 1’expression protéique du HBEGF (Sorensen et

al., 2006; Wang et al., 2007).

La résistance a la chimiothérapie médiée par le HBEGF passe aussi par le phénoméne
de transition épithélio-mésenchymateuse (EMT). En effet, Les cellules de cancer ovarien
traitées avec du HBEGF recombinant montrent une diminution de leur niveau de la E-

cadherine et une surexpression de Snail, un régulateur clé¢ de 'EMT. Le HBEGF peut alors
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contribué a la promotion de métatastase via 1’induction de ’EMT (Yagi et al., 2009). Le
HBEGF induit la migration et I’invasion des cellules du cancer de la prostate via une

activation directe ou indirecte d’EGFR (Adam et al., 1999).

En réponse a l’inhibition d’EGFR dans un modéle de tumeur pancréatique, la
sécrétion d’HBEGF stimule 1’angiogenése par une activation d’EGFR dans les cellules
périvasculaires associées a la tumeur (Nolan-Stevaux et al., 2010). Dans ce méme modeéle les
auteurs montrent que la sécrétion de TGF-a protége les cellules tumorales de 1’apoptose. Les

deux ligands ont donc des réles distincts dans la réponse au traitement.

Le proHBEGF, mais aussi I’EGF et le TGF-a ont été retrouvés dans le noyau (Adam
et al.,, 2003; Raper et al., 1987; Schausberger et al., 2003). Pour le proHBEGF cette
translocation est corrélée avec un phénotype agressif des carcinomes transitionnels de la
vessie. Le fait que les ligands puissent aussi aller au noyau suggere que des associations
ligand/récepteur puissent aussi le faire. C’est en effet le cas puisque du cross-linking a permis
d’identifier le complexe EGF/EGFR dans le noyau (Lin et al., 2001b). Cependant d’aprés
Adam et al., la présence du proHBEGF au noyau n’est pas corrélée avec celle d’EGFR ce qui

laisse penser un rdle indépendant du récepteur.
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E. OBJECTIFS DE LA THESE

Le TMZ est aujourd’hui devenu le traitement de référence pour les GBMs. Afin
d’améliorer son efficacité, il est essentiel de mieux comprendre les mécanismes de mort mis
en jeu par cet agent alkylant. C’est pourquoi nous nous intéresserons dans une premiere partie
a D’implication des protéines pro-apoptotiques effectrices Bax et Bak mais aussi a

I’autophagie dans la mort induite par le TMZ.

Malgré I’emploi du TMZ, la récurrence des tumeurs est inévitable. Les mécanismes de
résistance connus passent par 1’expression de I’enzyme de réparation MGMT mais aussi par
I’EGFR. Une inhibition de ’EGFR est efficace in vitro mais entraine 1’apparition de voies de
signalisation plus agressives en clinique. Ainsi I’identification d’un ou plusieurs ligands
d’EGFR impliqués dans la réponse au traitement pourrait ouvrir de nouvelles options pour de
futures thérapies ciblées. L’¢tude des mécanismes de résistance au TMZ dans des lignées de

GBMs primaires occupera donc la deuxieme partie de cette theése.
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1 Culture cellulaire

Les lignées de glioblastome primaire U251 et LN18 sont cultivées avec
respectivement 10 et 5% de sérum de veau feetal (SVF) en milieu DMEM contenant 4,5g de
glucose (Gibco). La lignée de glioblastome primaire U87 est cultivée en milieu DMEM
contenant 1g de glucose et complété a 10% de SVF. Dans tous les cas, les milieux sont

additionnés de pénicilline/streptomicine (100U/ml) et de L-glutamine (2mM).

2 Infections lentivirales

Les cellules ont été transduites avec des particules lentivirales Mission® shRNA
contre Bax (SHVRS NM_004324.3), Bak (SHVRS NM_001188), HBEGF (SHCLNV
NM_001945) (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO). Cing séquences ont été vérifiées et apres
sélection a la puromycine (2ug/ml) celle présentant la meilleure inhibition a été sélectionnée.
Des séquences non-spécifiques (SHC 0001V ; SHC 0002V) ont été utilisées en controle

négatif. La transduction a été effectuée suivant les recommandations.

3 Analyse des protéines totales par Western Blot

Les cellules adhérentes sont récupérées et rincées avec du PBS. Les culots cellulaires
sont lysés totalement 30min sur glace dans un volume équivalent de tampon RIPA ou bien de
tampon PhosphoSafe pour [’étude des protéines phosphorylées. Aprés 15 min de
centrifugation a 13000g le surnageant est récupéré et la quantité de protéines totales est
déterminée par le kit BCA (Interchim).

Pour les électrophoreses en conditions dénaturantes, entre 30 et 50ug de protéines sont
déposés sur des gels de polyacrylamide de 8, 10 ou 15% en fonction de la taille des protéines
d’intérét. Ensuite les protéines sont transférées sur membrane PVDF (Immobilon®,
Millipore) par transfert liquide sur la nuit a 30V en chambre froide. La membrane est saturée
30 min dans du TBS-0,05% Tween-5% lait puis marquée avec 1’anticorps primaire dans du
TBS-0,05% Tween-1% lait sur la nuit. L’anticorps secondaire approprié, couplé a la
peroxidase, est appliqué pendant une heure a température ambiante. Aprées lavages, le signal

est détecté par ajout du substrat ECL (Immobilon®, Millipore). La lecture de la luminescence
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se fait sur un bioimager (Vilbert Lourmat) et I’analyse des bandes est réalisée via le logiciel

libre ImageJ.

4 Extraction d’ARN et analyse par PCR quantitative

Les différentes lignées sont ensemencées en plaque 6 puits & 10° cellules par puits.
Apreés 24h, les cellules sont traitées au TMZ. Les cellules adhérentes sont collectées puis
centrifugées 5 min a 1000 rpm, les culots secs sont gardés a -80°C. Les ARN totaux sont
extraits a partir des culots cellulaires avec le kit d’extraction Nucleospin RNA (Macherey-
Nagel, Hoerdt, Allemagne) selon les recommandations du fabricant. Le protocole inclus un
traitement a la DNAse. La concentration en ARN est déterminée a 1’aide d’un spectrométre
Nanodrop® (Nanodrop Technologies), tandis que la qualité des ARN a été vérifiée en
utilisant le Bioanalyseur Agilent 2100 (Agilent, Palto Alto, CA) et le kit Labchip RNA 6000.
La rétrotransciption des ARN totaux (1 pg) a été réalisée avec le kit Supersrcript Il
(Invitrogen, France) ou le kit Maxima Reverse Transcriptase (ThermoScientific, France).
L’ADNc obtenu a été dilué a une concentration finale de 20ng/ul pour étre ensuite utilisé en
QPCR.

L’analyse en QPCR a été réalisée avec le kit Brilliant SYBR Green QPCR Master
reagent (Agilent, Santa Clara, CA) sur un thermocycleur MX3005P (Multiplex Quantitative
PCR System, Agilent). Le programme était le suivant : 10 min a 95°C puis 40 cycles avec 30
sec a 95°C, 30 sec a la temperature d’hybridation spécifique de 1’amorce, 30 sec a 72°C. Les
genes de référence utilises sont GAPDH et RPLPO. Tous les échantillons ont été traités en
duplicat. Pour chaque couple d’amorces, ’efficacité et la linéarité de la réaction sont
déterminées a 1’aide d’une gamme ¢talon (20-0.01ng) établie a partir d’ARN universel
(Agilent) ou bien d’ARN issu de cellules U87 dans le cas du HBEGF. Les calculs sont
réalisés grace a la méthode de Pfaffl (Pfaffl, 2001).

5 Extraction d’ADN et bisulfitation

L’ADN des cellules est extrait grace au kit NucleoSpin Tissue (Macherey-Nagel,
Hoerdt, Allemagne) suivant les recommandations du fabricant. La bisulfitation (conversion

des cytosines non méthylées en uraciles) de I’ADN (250ng) est réalisée grace au kit EZ DNA



Matériels & Méthodes

Methylation-Gold (Zymoresearch). L’ADN bisulfité est élué dans 10ul. L’amplification du
promoteur est réalisée par « nested PCR ». La premiere PCR, indépendante de la méthylation,
permet I’amplification d’un fragment de 289 paires de bases. Une seconde PCR avec des
amorces spécifiques de I’ADN méthylé ou non permettent de déterminer le pourcentage de
méthylation (Karayan-Tapon et al., 2010). Des controles positifs (ADN méthyle) et négatifs
(ADN extrait de lymphocytes) sont inclus.

6 Testde cytotoxicité par MTT

La cytotoxicité cellulaire est mesurée en plaque 96 puits par colorimétrie. Les cellules
sont ensemencées a 2.10° cellules par puits. Aprés 24h elles sont traitées avec les différents
inhibiteurs et/ou du TMZ. Soixante-douze heures plus tard, 10ul d’une solution de sel de
tétrazolium MTT (concentration finale de 0.5mg/ml) sont ajoutés et les plaques sont incubées
a 37°C pendant 4h. Le milieu est ensuite remplacé par 200l de DMSO 100% et la plaque est
lue a 570nm grace a un spectrophotomeétre. Le pourcentage de cytotoxicité est calculé par

rapport au témoin non traité.

7 Dosage du HBEGF par ELISA

Le kit HBEGF ELISA DuoSet de chez R&D systems a été utilisé suivant les
recommandations du fabricant. Pour doser le HBEGF dans le surnageant, les cellules étaient
cultivées dans du milieu a 0,1% de SVF. Pour doser le proHBEGF, les extractions de
protéines totales ont été faites selon le protocol décrit pour le western blot. Les plagues 96
puits sont incubées sur la nuit avec un premier anticorps primaire anti-HBEGF puis rincées au
PBS/BSA 0,1%. Les lysats de cellules préalablement dilués au 1/10°™ dans du PBS/BSA
0,1% et les milieux conditionnés sont incubés dans la plaque 96 puits pendant 2h a
température ambiante. Apres ringage au PBS-Tween 0,05%, un second anticorps anti-HBEGF
couplé a la biotine est ajouté pour 1h a température ambiante. De nouveau les puits sont rincés
et la streptavidine conjuguée a une peroxidase est incubée pour 30min. Enfin I’activité de la
peroxidase est mesurée en utilisant du 3,3°,5,5’-tétraméthyl benzidine (TMB) pendant 30min.
La réaction est stoppée par de 1’acide sulfurique a 1M et la colorimétrie est lue a 450nm grace

a un spectrophotometre.
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8 Immunocytochimie

Les cellules sont ensemencées sur des lamelles disposees dans des plaques 24 puits.
Apres les différents traitements, les cellules sont fixées avec du PBS-paraformaldéhyde 4%
pendant 15 min a température ambiante. Apres lavages au PBS, les cellules sont
perméabilisées avec du PBS-SDS 0,1% pendant 10 a température ambiante puis saturées avec
du PBS-BSA 5% pendant 30 min. Les cellules sont ensuite incubées avec les anticorps
primaires dilués dans du PBS-BSA 1% sur la nuit & 4°C en chambre humide apreés lavages au
PBS. Les anticorps secondaires correspondant utilisés sont couplés a un fluorochrome (Alexa
568 ou 633, Molecular Probes) et laissés 30 min a température ambiante. Le noyau des
cellules est marqué avec du Drag5 puis les lamelles sont montées sur lame avec du Mowiol
(Sigma-Aldrich) ou bien directement a I’aide de Prolong Gold antifade (LifeTechnologies)
contenant du DAPI. La fluorescence est visualisée en utilisant un microscope Axiovert 200M
(Zeiss, Le Pecq, France) possédant un module ApoTome (x63 et ouverture numérique de 1,4).

L’analyse des images est réalisée grace au logiciel libre ImageJ.

9 Marquage in vivo MDH

Les cellules sont cultivées sur une lamelle en verre Nunc Lab-TeK® (Sigma-Aldrich)
en présence ou non de TMZ. En tant que contrdle positif de I’autophagie, des cellules sont
aussi cultivées 6h en milieu sans acides aminés HBSS, 0,1% BSA, 0,1 mg/ml MgCl,. Aux
temps indiqués, les cellules sont incubées 30 min avec du MDH Fluorescent Dye a 37°C puis
lavées avec du PBS. Afin de détecter plus facilement les cellules, la membrane cellulaire est
marquée avec du PKH26 (Sigma-Aldrich) pendant 10 min a température ambiante et lavées
avec du DMEM puis du PBS. Les cellules sont regardées immédiatement avec un microscope
Axiovert 200M (Zeiss, Le Pecq, France) possédant un module ApoTome (x63 et ouverture

numérique de 1,4). L’analyse des images est réalisée grace logiciel libre ImageJ.

10 Test de proximité par ligation in situ (P-LISA)

Cette technique permet de quantifier les interactions entre deux protéines qui

apparaissent sous forme de points dans les cellules. Les deux protéines doivent étre marquées
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avec des anticorps primaires d’origine différente puis des anticorps secondaires spéciaux
couplé a une séquence nucléotidique sont ajoutés. Si les protéines d’intérét sont assez proches
I’une de I’autre, les séquences peuvent s hybrider a une sonde, étre amplifié puis marqué par

fluorescence.

Les cellules sont fixées avec du PBS-paraformaldéhyde 4% pendant 15 min a
température ambiante. Aprés un rincage au PBS, les cellules sont perméabilisées avec du
PBS-SDS 0,1% pendant 10 a températue ambiante. La saturation, I’immunomarquage,
I’hybridation, la ligation, l’amplification et la détection sont réalisées suivant les
recommandations du fabricant (Olink Bioscience). Pendant ces étapes, toutes les incubations
sont réalisées en chambre humide. L’amplification et la détection se font a 1’abri de la
lumiere. Les préparations sont ensuite montées sur lames en utilisant du Prolong Gold
antifade (LifeTechnologies) contenant du DAPI). La fluorescence est visualisée sur un
microscope axiovert 200M (Zeiss, Le Pecq, France) possédant un module ApoTome (x63 et
ouverture numérique de 1,4). L’analyse des points par cellule est réalisée grace au plugin 3D

counter sur le logiciel libre ImageJ.

11 Essai caspase

Les différentes lignées sont ensemencées en plague 6 puits & 10° cellules par puits.
Apres 24h, du TMZ ou différents inhibiteurs sont ajoutés. Soixante-douze plus tard, le
surnageant et les cellules trypsinisées sont récupérées pour étre lysés totalement par du
tampon RIPA. La concentration en protéine est déterminée par dosage colorimétrique avec le
kit BCA protein assay (Pierce, IL). L’activit¢t DEVDase est mesurée par fluorimétrie dans
des plaques 96 puits a fond plat. Une concentration de 10 ou 25ug de protéine est utilisée pour
un volume final de 100ul avec 32 uL de tampon (312.5 mM HEPES pH 7.2, 31.25 % sucrose,
0.3125 % CHAPS, inhibiteurs de protéases (Roche)), 10 pL de DTT 100 mM, 2uL de substrat
ac-DEVD-AMC (Promega) a la concentration finale de 50uM. La fluorescence est mesurée a
465nm apres une excitation a 365 nm toutes les 15 min pendant 2h avec un spectrofluorimetre
Fluoroskan Ascent FL (Thermo Electron Corporation, Courtaboeuf, France). L’activité
spécifique est calculée a partir de la pente de la courbe DO = f(temps) et rapportée a la

concentration de protéines utilisées.
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12 Test de réparation de blessure

Les cellules sont cultivées jusqu’a confluence puis sont laissées dans un milieu a 0,1%
SVF avec ou sans TMZ pendant 24h. Une blessure est alors réalisée a I’aide d’un céne de 200
pl et une premiére photo est prise. Vingt-quatre heures aprés une nouvelle photo est prise et la

surface comblée par les cellules est calculée grace au logiciel libre ImageJ.

13 Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées grace au programme GraphPad Prism 5 en
utilisant de t-Tests non appariés. Les différences significatives sont indiquées comme suit :
p<0,05 (*), p<0,005 (**) et p<0,0005 (***). Sauf mention contraire, tous les résultats

présentés sont issus de 1’analyse d’au moins trois expériences indépendantes.

14 Produits

Le TMZ a été acheté chez Interchim (Montlugon, France). L’étoposide provient de

Mylan Pharmaceuticals (Morgantown, WV).

Les inhibiteurs de la voie EGFR proviennent du kit InhibitorSelect EGFR Signaling
Pathway Inhibitor Panel (Calbiochem, Merck, Lyon, France). Le CRM197 a été acheté chez
Calbiochem (Merck, Lyon, France).

15 Anticorps

Anticorps PM kDa Espéce Référence Application
ATR 250 Lapin Cell Signaling #2790 WB
pATR (S428) 250 Lapin Cell Signaling #2853 WB
Bak 28 Lapin Pharmingen #556396 WB

BAG-1 36 Lapin Santa Cruz C-16 WSB, PLISA
Bcl-2 26 Souris Santa Cruz C-2 WB
Bcl-xL 30 Lapin Santa Cruz H-62 WB
Bax 22 Lapin Pharmingen #556467 WB

EGFR 180 Lapin Cell Signaling XP® #4267 WB, PLISA
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PEGFR (Y1068) 180 Lapin Cell Signaling XP® #3777 WB
pTyr-100 180 Souris Cell Signaling #9411 PLISA
pH2AX (S139) 15 Souris Millipore #05-636 WB, IC
HBEGF 22 Chévre Santa Cruz C-18 IC, PLISA
HBEGF 22 Lapin Santa Cruz H-88 PLISA
HBEGF 22 Chévre Santa Cruz C-14 PLISA
LC3B 16-18 Lapin Cell Signaling #2775 WB
Mcl-1 37 Lapin Santa Cruz S-19 WB, PLISA
MGMT 22 Souris Millipore MAB16200 WB
Noxa 16 Souris Enzo Life Science WB
p62 62 Lapin Cell Signaling #5114 WB
Survivine 16 Lapin Calbiochem #574660 WB
USP9X 300 Souris Santa Cruz E-12 WSB, PLISA
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A. LE TMZ ET L'INDUCTION DE LA MORT CELLULAIRE

En tant que génotoxique le TMZ induit des réponses cellulaires variées telles que
I’autophagie, 1’apoptose, la nécrose ou la sénescence (Knizhnik et al., 2013). Ces réponses
interviennent de maniére complexe et dépendent du phénotype cellulaire. Les mécanismes
apoptotiques declenchés par le TMZ sont encore inconnus. La perméabilisation de la
membrane externe mitochondriale (MOMP) est une étape clé dans I’activation des caspases
effectrices. Ce phénomene est dépendant de I’insertion dans la membrane mitochondriale des
deux principales protéines pro-apoptotiques effectrices Bax et Bak. C’est pourquoi nous
avons analysé 1I’implication de ces deux protéines dans I’induction de 1’apoptose par le TMZ.

En paralléle nous avons aussi regardé si le TMZ pouvait induire une réponse autophagique.

1 Implication de I'axe Mcl-1/Bak dans I'apoptose
induite par le TMZ.
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Abstract

Temozolomide (TMZ) is an alkylating agent used for the treatment of glioblastoma
multiforme (GBM), the main form of human brain tumours in the adults. It has been reported
that TMZ induced DNA lesions that subsequently trigger cell death but the actual mechanisms
involved the process are still unclear. We investigated the implication of major proteins of the
Bcl-2 family in TMZ-induced cell death in GBM cell lines at concentrations closed to that
reached in brain during the treatments. We did not observe modulation of autophagy at these
concentrations but we found an induction of apoptosis. Using RNA interference, we showed
that TMZ induced apoptosis is dependent of the proapoptotic protein Bak but independent of
the proapoptotic protein Bax. Apoptosis was not enhanced by ABT-737, an inhibitor of Bcl-
2/Bcl-XI1/Bcl-W but not Mcl-1. The knock-down of Mcl-1 expression increased TMZ induced
apoptosis. Our results identify a Mcl-1/Bak axis for TMZ induced apoptosis in GBM and thus

unravel a target to overcome therapeutic sensitivity toward TMZ.
Introduction

Glioblastoma multiforme (GBM), the most common form of brain cancer in the adults,
are highly resistant to current treatments. The 2-year survival rate remains low as most of the
tumours recur despite the aggressive treatment combining surgery, radio and chemotherapy
(1). Recently, the introduction of temozolomide (TMZ) in association with radiotherapy in the
treatment of GBM has produced a small but significant over survival in a subset of patients
(2). The cytotoxicity of TMZ is mainly mediated by the generation of O®methyl-guanine in
DNA, which triggers cell cycle dependent DNA damage and ensuing cell death (3). The
expression of O°-methylguanine-DNA methyl transferase (MGMT) limits TMZ therapeutic
efficacy by removing O®-methylguanine (4).

So far, the only prognostic/predictive factor for longer survival after TMZ treatment is
the partial or total silencing of MGMT through methylation of its gene promoter which
favours TMZ induced major defect in DNA repair (4). However, both in vitro and in vivo, cell
death triggered by TMZ at therapeutic doses is still low even in MGMT silenced tumours (3).
This means that other factors, which are currently not known, are probably involved in GBM
resistance. The precise mechanism of cell death triggered by TMZ, is still subject to
controversial discussion and studies of the association of TMZ with other drugs indeed
revealed a complex array of mechanisms implicated in TMZ cytotoxicity (5). It has been

reported that TMZ through the production of O°-methylguanine was inducing apoptosis (6).
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However, the actual apoptotic mechanism triggering and amplifiying the response to TMZ is
still unknown as contradictory results have been published (see for example references 7 and
8). Moreover the importance of apoptosis has been challenged by others who observed
predominantly an induction of autophagy after TMZ treatment of glioma cell lines (9).
Apoptosis and autophagy are both cell death programs but the latter is also an essential
component of cellular survival mechanism which plays an important role in cancer (10). TMZ
was although shown to induce mitotic catastrophe in p53-deficient gliomas cells (11).
Additional signalling pathways have been associated with TMZ cytotoxicity such as G2/M
check point integrity (12), up-regulation of miR-21 (13), induction of senescence (11, 14), and
elevated AMP-activated Protein Kinase (15).

However, in most of these studies, the concentrations of TMZ used were far greater
than that achieved during GBM treatment (i.e.> 50 uM) and thus did not necessarily reflect
TMZ actual toxicity in patients. We thus decided to evaluate the implication of proteins of the
Bcl-2 family at TMZ therapeutic doses (16) as members of this family are central in the

control of both apoptosis and autophagy downstream of DNA damage (17-20).
Results
Effect of TMZ on the induction of cell death and cell cycle in glioma cell lines

We used a human glioma cell line which does not express MGMT, U251, but with a
mutant p53 status. We used TMZ concentrations up to 50 uM, concentration closed to the
AUC in brain (31+/-6.2uM/1/h) described by Ostermann et al. (16). To analyze cell death after
temozolomide treatment, we used a LDH assay (see materials and methods). The LDH
activity in the supernatant was only moderately increased after incubation for 3 days with
both TMZ concentrations (i.e. 12.5 and 50 uM) (Figure 23A).

In cells treated for up to 72 hrs in the continuous presence of TMZ, apoptosis was
quantified every 24 hrs by the measure of caspase 3 activity (i.e. DEVDase activity) as
described in materials and methods. As showed in Figure 23B, caspase activity was only
increased after 72 hrs at 12.5 and 50 uM TMZ. In presence of the inhibitor of DEVDase
activity (DEVD-CHO), no caspase activity was observed (Figure S1). Block in G2/M has
been proposed as the main effect of TMZ on glioma (11). As shown in Figure 23C, TMZ
induced a block in G2/M in U251 cell line at both concentrations with similar amplitude. At

higher dose (i.e. 100 uM), it has been reported that TMZ induced autophagy, but not



Résultats : Le TMZ et I’induction de la mort cellulaire

apoptosis in malignant glioma cells (9). Autophagy can be monitored by the analysis of the
conversion of soluble LC3-1 to lipid bound LC3-11 which is associated with the formation of
autophagosomes. We used LC3 antibodies to detect autophagy. As shown in Figure 23D, the
incubation of U251 with 50 uM TMZ did not trigger autophagy. Similar results were obtained
with other markers of autophagy such as autophagosome labelling with monodansylpentane
(MDH) and degradation of p62/ SQSTM1, a LC3-1l partner (data not shown). From these
results, we conclude that TMZ at concentrations inferior to 100 uM, apoptosis prevail over

autophagy under our conditions.
Role of Bcl-2, Bel-XI and Mcl-1 in U251 response to TMZ

Bcl-2 family members are regulator of apoptosis (18). We thus analyzed the
expression of several key members of the Bcl-2 family after TMZ treatments at 12.5 or 50
UM concentrations: namely MCI-1 and Bcl-2, two anti apoptotic member of the Bcl-2 family
and Bax and Bak, two pro apoptotic member of Bcl-2 family . As illustrated in Figure 24A,
the expression of mRNA encoding for Bcl-2, quantified by Q-PCR (see materials and
methods) was significantly increased in cells surviving TMZ treatment (i.e. living cells) at 50
UM after 48 and 72 hrs. On the other hand, little or no differences were observed for the
expression of MCI-1, Bax and Bak after the treatment (Figure 24A). Next, we examined the
expression of these proteins by immunoblots. As illustrated in Figure 24B, TMZ did not
induce any change in the expression of Bax and Bak at the protein level. On the other hand,
the expression of Bcl-2 was increased and that of Mcl-1 considerably reduced during the
treatment. Several small molecules have been selected on the basis of their anti-Bcl-2 activity
and among them ABT 737 has been shown to be a more potent inhibitor of Bcl-2/Bcl-XI/ Bcl-
W but not of Mcl-1 (22). The treatment of U251 cell line with ABT-737 in the presence of
TMZ, did not affect cell apoptosis significantly (Figure 24C), ruling out the involvement of
Bcl-2/Bcl-XI/ Bcl-W in the inhibition of TMZ induced apoptosis. To examine the importance
of Mcl-1 in TMZ induced cell death, we treated the cells with Si-RNAs designed to inhibit the
expression of Mcl-1 (Figure S2A). As illustrated in Figure 24D, the silencing of Mcl-1
expression enhanced apoptosis induced by TMZ in U251 cell line even at the lowest
concentration (i.e. 12.5 yuM), when the amount of Mcl-1 was not affected (Figure S2A). Of
note, at the higher concentration (i.e. 50 uM), all cells with silenced Mcl-1 were killed by the
TMZ treatment (data not shown). These results showed for the first time that Mcl-1 play an

important role in TMZ induced apoptosis.
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Role of Bax and Bak in U251 response to TMZ

The expression of Bax and Bak did not appear to be modulated by TMZ treatment.
However these proteins, depending on the nature of the death inducing agent, do not exhibit
similar sensitivities or implications during apoptosis (23). To examine the role each of these
proteins play in TMZ response we knocked down the expression of Bax or Bak in U251 by
RNA interference (Figure S2B and C). When Sh-Bax treated cells were incubated with
TMZ, we observed little or no influence on induced apoptosis (Figure 25A). Conversely, the
knock down of Bak expression significantly decreased the induction of caspase activity by
TMZ treatment (Figure 25B). Of note, in sh-Bak treated cells, a slight decreased in its
necrosis related cytotoxicity was observed as evidenced by LDH activity measurements
(Figure 25C). Of note, the effect of Bak on apoptosis was not dose dependent (Figure 25D)
and no effect on cell cycling was observed in TMZ treated control and Sh-RNA Bak or Bax
U251 (data not shown).

It has been shown that in TMZ treated glioma cell line, that repair of O°-
methylguanine (O°-MeG) by MGMT prevented apoptosis (6). We thus expressed MGMT in
U251 cell line (Figure S3) which otherwise does not express this enzyme. The expression of
MGMT decreased the response of U251 to TMZ as expected (Figure 26). However, the
expression of MGMT in U251 did not change the specific role of Bak in TMZ toxicity
(Figure 26).

LN18 exhibited similar Bak/Mcl-1 specificity toward TMZ induced apoptosis

We analyzed the implication of Bak in TMZ induced apoptosis in LN18 a
PTEN/MGMT positive cell line. As shown in Figure 27A, the induction of apoptosis required
concentration of TMZ superior to that observed for U251 (i.e. 250 to 750 uM). The knock
down of the expression of Mcl-1 (Figure S4A) has a deep influence on TMZ induced
apoptosis (Figure 27B) while that of Bax (Figure S4B) has a little influence on cell survival
except for the highest concentration (i.e. 750 uM) (Figure 27C). On the other hand, the
decrease of the expression of Bak (Figure S4C) inhibited significantly at all concentrations,
TMZ induced apoptosis (Figure 27D).

Discussion

The introduction of Temozolomide/ irradiation regimen in the treatment of gliomas

has significantly improved the outcome of patients (1-2). However, benefit in terms of
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survival is mainly restricted to some patients exhibiting MGMT promoter methylation (4, 25).
Indeed, the MGMT promoter could be predictive or prognostic for a sub-group of gliomas
that are exhibiting specific gene methylation profile and/or more sensitive to cell death
induction as suggested by our previous studies (26). We have particularly shown that a DNA-
methylating factor, such as the folinic acid, induced limited cellular proliferation and
increased the sensitivity to TMZ-induced apoptosis in glioma cells (27). Of note, among
silenced genes, several were implicated in apoptosis such as survivin, and Bcl-W and others

such as MGMT specifically implicated in DNA repair and response to TMZ (27).

Despite numerous works, the mechanisms by which TMZ induce cell death in cancer
cells remain elusive. It has been proposed that the main features of TMZ cytotoxicity was
associated with induction of cell death or cell cycle arrest (4). In the present study, we show
that TMZ at concentration equal or inferior to that achieved during patients treatment (16),
induced a type of cell death which is quantitatively and qualitatively different from that
described by others at higher concentrations (i.e. >100 uM). As illustrated in Figure 23,
apoptosis was always limited in treated glioma cell lines. On the other hand, no or little effect
on autophagy was observed at these TMZ concentrations (Figure 23). However, we observed
that TMZ induced cell death was a mixture of apoptosis and another cell death programme

which remain to be identified.

Since the Bcl-2 family members are central to most cell death programmes, we have
investigated the roles of some of its key members in TMZ induced cytotoxicity. It has been
reported that TMZ at high concentrations (i.e. > 100 puM) induced a change of the Bax: Bcl-2
ratio which was instrumental to its cytotoxicity through enhancement of apoptosis and/or
autophagy (6-9). In this study, we did not observe any change in the expression of Mcl-1, Bax
or Bak upon TMZ treatments at lower concentrations. Pharmacological inhibition of Bcl-
2/Bcl-XI/ Bcl-W by ABT 737 did not affect cell death under our conditions while the knock
down of the expression of Mcl-1 affected apoptosis (Figure 24). Similarly, the knock down of
Bax expression did not affect TMZ induced apoptosis while that of Bak inhibited this cell
death programme. This feature was conserved in the presence of MGMT (Figure 26). Quite
remarkably, such a difference was not found for necrosis-like cell death quantified by the
release of LDH where Bax and Bak appeared to play similar roles (Figures 23). However,
neither Bax and Bak have an influence on autophagy upon TMZ treatment (data not shown).
We, and others, have shown distinct roles for Bax and Bak especially in linking

chemotherapeutic drugs or death receptors pathways to the mitochondrial apoptosis signalling
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cascade (23, 28, 29, 30). These differences have been associated with the extent of the
inhibitory effect of Mcl-1 on Bak (29). Interestingly, recent results suggest that the alkylating
DNA-damage agent N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine (MNNG) induced cell death
through a caspase independent but Bax dependent pathway called necroptosis (31). Further
investigations are necessary to verify if TMZ under our conditions induced both a Bax
dependent necroptosis and a Bak dependent apoptosis. Similarly, the implication of members
of the Bcl-2 family should be examined in the new therapeutic targets that have been recently
described (32-36).

Altogether, we have identified in this work a Mcl-1/Bak axis implicated in TMZ
induced apoptosis in two different glioma cell lines. These cell lines differ in their PTEN and
MGMT status, two features that influence their response to TMZ. We also show that upon
TMZ treatment Mcl-1 expression is not modified at the transcriptomic level but at the protein
level. This suggests that targeting Mcl-1 either by competitive inhibitors of its interaction with

Bak or by promoting its degradation is a potentially important target in glioma.

In addition, our results suggest that Bax is not involved in the apoptotic pathway (i.e.
activation of caspase 3) but is nonetheless associated with cytotoxicity at concentrations that
are likely to be reached during treatments of GBM patients. Thus a better understanding of
this non canonical cell death programme induced by TMZ might be important to improve the

efficacy of GBM patient’s treatment.
Materials and Methods

Reagents and Materials. All reagents were from Sigma except for the Temozolomide
(TMZ) obtained from Interchim (Paris, France). The stock solution of TMZ was obtained by
dissolution of the TMZ in DMSO at 100mM. Aliguots were frozen at -20°C and dilutions to
the appropriate concentrations were done in culture medium just before the experiment. The
following antibodies were used: Mcl-1 (Santa Cruz), Bax ([12D2, Sigma), Bak (556396- BD-
Pharmingen USA), SQSTM1/p62 (5114-Cell Signaling) and LC3B (2775- Cell Signaling), [J
Tubulin (T0198-Sigma), [JActin (clone C4,MAB1501, Millipore). Secondary mouse and
rabbit antibodies were from Jackson ImmunoResearch (UK). For MGMT transfection the
plasmid pDEST 12.2 was obtained from In Vitrogen, Life technologies (CA) and the MGMT
cDNA from ATCC, clone MGC-5186.
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Methods:

Cell culture. U251 cell line and its derivatives were grown in high-glucose Dulbecco
Modifed Medium enriched with 10% fetal calf serum, antibiotics and glutamine (In Vitrogen,
Life technologies, CA). Cells were maintained in 5%CO2 incubator at 37°C.

Cell cycle analysis. Cells were plated in 6 well-plates, treated by TMZ for the
respective time and collected by trypsinization. After fixation in 70% alcohol, cells were
stained with propidium iodide (8ug/ml) in presence of RNAseA-DNAse free (Amresco, OH,
USA). Cells were then analysed on a BD-Facscan and the Cell Quest software (BD, USA).

Cell viability assays. Cell viability was assayed by MTT (37). Cells were seeded in
96 wells plates. Next day drugs were added in 100uL at the indicated concentration and plates
were incubated for 72h. Controls contained only drugs vehicles. MTT 0,5mg/ml was then
added and after 4 h at 37°C, medium was removed and formazan precipitates were dissolved
in DMSO. Optical density was read at 570 nm on a microplate reader (Molecular Device,
CA).

Knockdown experiments.

Lentivirus: Cells were transduced with MISSION® shRNA Lentiviral Particles
against Bax (SHVRS NM_004324.3) and Bak (SHVRS NM_001188) as recommended by the
manufacturer (Sigma-Aldrich,Saint-Louis, MO). Five sequences were checked and after cell
selection with puromycin (2ug/ml) the one with the best gene inhibition was selected for
following experiments. Scramble sequences (SHC001V ; SHC002V) were used as negative

controls.

Si RNA : To inhibit Mcl-1, Silencer si RNAs (120644- Ambion, Applied Systems)
were transfected in U251 cell line, with Lipofectamine RNAi max (In Vitrogen, Life
technologies, CA) according to the recommended protocol. Final concentration of si RNA
was 10uM. si-RNA-A, sc-37007 , a non targeted si-RNA (Santa-Cruz, CA), was used as

negative control. After 48h cells were collected for protein extraction.

Protein extraction. Cell lysis was done in ice-cold RIPA buffer containing proteases
inhibitors, for 20 min. After centrifugation at 13 000 rpm for 20min, 4°C, protein
concentration in the supernatant was measured by BC assay (Uptima, Interchim, France). A

standard curve of bovine serum albumin was included in each assay.
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Caspase activity. DEVDase activity was measured on 25ug proteins with the
fluorometric CaspACE assay system (Promega, W1). To check the specificity of the assay, in
some cases, measures were done in presence of caspase specific inhibitor DEVD-CHO (38).

LDH activity. LDH activity was measured using the Roche diagnostic Kkit
(3004732122) on a Cobas 6000 (Roche Diagnostics GmbH, D-68298, Mannheim). This assay
is based on the measure, by UV, of NADH appearance after transformation of lactate in

pyruvate by the LDH in presence of NAD. Control medium without cells was used as blank.

Western Blot. Proteins were separated on 12% acrylamide gels and transferred to
Immobillon-P transfert membrane (Millipore, MA). After 1h incubation with western
blocking reagent (Roche, Germany) the primary antibody was incubated O/N at 4°C.
Secondary antibodies were applied for 2h at room temperature. Revelation was performed by
chemoluminescence using ECL reagent (Roche, Germany) and the fusion FX7 Imager

(Erlangen, Germany).

RNA expression assay. Cells were grown in 6-wells plate. After treatment, adherent
cells were collected and RNA and protein extracted using Nucleospin RNA/Protein kit
(Mackerey Nagel, Diren, Germany) according to the given recommendations. DNAse

treatment was included in the protocol.

The quantity and quality of each RNA were respectively evaluated with the
NanoDrop® ND-1000 spectrophotometer (Nanodrop Technologies, Wilmington, DE) and the
Agilent 2100 Bioanalyser (Agilent, Santa Clara, CA). The RNAs extracted were of good
quality and the RNA integrity number (RIN) was >9 in all cases. RNA expression was
quantified as previously described (39, 40) except that the instrument was the MX3005P, and
the mix was the Brilliant 1l Sybr Green Master Mix (Agilent, CA). Primers sequences are
given in Table S1. The housekeeping genes were RPLPO (Ribosomal Protein, Large, PO),
and GAPDH .

To insure specificity of the RT-qPCR, an agarose gel electrophoresis was initially
performed to check whether a single PCR product was generated and then a melting curve
was performed at the end of each RT-gPCR. Linearity and efficiency of the RT-gPCR were
checked for each gene with a standard curve of 4 logs prepared with Universal RNA
(Stratagene-Agilent, CA). Efficiency was >90% in all cases.
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Statistical analysis. Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 5
using unpaired t-Test for group comparisons. Significant differences (p < 0.05) are indicated
(*) on figures.
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Figure 23 TMZ induced apoptosis and G2 cell arrest at therapeutic
concentrations in U251 cells. U251 cells were treated with 12.5 uM or 50 uM TMZ. (A)
LDH activity was measured in the supernatant at indicated times. Data are expressed as mean
+/- SD. (B) DEDvase activity was measured after 48 and 72h TMZ exposure. (C) Cells were
stained with iodide propidium and cell cycle analysis was performed at 48h post-TMZ
exposure. (D) Western Blot showing no LC3 cleavage in response to TMZ in U251 control
cells. EBSS medium was used as positive control of autophagy and both LC3-1 and LC3-II

are present. Each experiment was performed at least 3 times independently.
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Figure 24 Influence of TMZ on the expression of key members of the Bcl-2
family. (A) RNA expression of Mcl-1, Bcl-2, Bax and Bak in U251 cells treated with 12.5
MM and 50 uM TMZ for 48h or 72h was evaluated by gPCR. Data are expressed as mean +/-
SD. (B) Immunoblots analyses of Bax, Bak, Bcl-2 and Mcl-1 in U251 treated or not with 50
MM TMZ for 72h. The graph is illustrative of one of three independent experiments. (C)
DEVDase activity measured in proteins extracts, 72h post-treatment of cells by TMZ (12.5 or
50 [1M) plus or minus ABT 1 uM. (D) DEVDase activity measured in proteins extracts of
untreated cells or cells transfected with si-RNA, scramble or directed against Mcl-1, and
treated for 48h with 12.5 uM TMZ. Data are expressed as mean +/- SD, n=3.
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Figure 25 TMZ induced apoptosis in U251 cells via the pro-apoptotic protein
Bak. (A) DEVDase activity measured in U251 cells transduced with sh-scramble or sh-Bax
and treated with 12.5 or 50 uM TMZ for 72h. (B) DEVDase activity measured in U251 cells
transduced with sh-scramble or sh-Bak and treated with 12.5 or 50 uM TMZ for 72h. (C)
Measure of the LDH activity in the supernatant of U251 transduced with scrambled sh, shBak or
sh Bax treated with TMZ. (D) Data are expressed as mean +/- SD, n=3. (D) MTT assay with
U251 cells transduced with scramble-sh, shBak or sh-Bax, and treated with 25, 50 or 100 (1M
TMZ for 72h. Data are expressed as mean +/- SD, n=3.
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Figure 26 TMZ induced apoptosis in U251-MGMT positive cells via Bal protein.
U251 cells were transfected with a control plasmid pDEST 12.2 or a vector pDEST-MGMT in
presence or in absence of sh-Bak. DEDvase activity was measured in proteins extracts after 72 h
exposure to 12.5 or 50uM TMZ. Results are expressed as mean +/- SD, n=3.
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Figure 27 TMZ induced apoptosis in LN18 is also Mcl-1 and Bak dependent. (A)
DEDvase activity measured after 72h TMZ exposure at 250, 500 or 750 uM. Each experiment
was performed at least 3 times independently. (B) DEVDase activity measured in proteins extracts
of untreated cells or cells transfected with si-RNA, scramble or directed against Mcl-1, and treated
for 72h with 125 or 250 [JM TMZ. Data are expressed as mean +/- SD, n=3. (C) DEVDase

activity measured in LN18 cells treated with sh-scramble, sh-Bak or sh-Bax and treated or not
with 250, 500 and 750 uM TMZ for 72h.
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2 L’autophagie est-elle impliquée ?

Plusieurs études rapportent que le TMZ est un agent pro-autophagique. L’équipe de
Christmann et Kaina ont récemment suggéré que I’induction de I’autophagie par le TMZ est
une étape précoce dont dépend I’activation plus tardive de I’apoptose Ces deux phénomenes
seraient donc séquentiels et interdépendants. Dans le papier présenté en premiere partie, nous
concluons qu’a faibles doses le TMZ n’induit pas d’autophagie dans nos cellules. Ci-apres se

sont présentés les résultats qui ont amenés a cette conclusion.

L’autophagie est un processus catabolique conservé au cours de 1’évolution qui
permet a la cellule de séquestrer le contenu cytoplasmique (notamment les protéines) a
I’intérieur de vacuoles a bi-couche lipidique appelées autophagosomes. Ces autophagosomes
sont ensuite délivrés aux lysosomes pour que leur contenu puisse étre degradé et les
différentes molécules réutilisées. L’autophagie fonctionne en tant que processus de survie
dans les cellules privées de nutriments. Une activation extensive de 1’autophagie est
communément observée dans des cellules mourantes ce qui la classe en tant que mort
cellulaire de type 1l. A I’inverse de I’apoptose, la détection et la quantification de ’autophagie

demeurent compliquées, ¢’est pourquoi nous avons employé différents marqueurs.

2.1 Clivage de LC3B et perte de p62

Le clivage de LC3B-1 en LC3B-I1I permet la formation de 1’autophagosome et est donc
un indicateur de ’initiation de ’autophagie. La protéine p62/SQSTM1 permet d’agréger les
protéines ubiquitinylées aux autophagosomes en vue de leur dégradation et par conséquent
diminue au fur et a mesure que ’autophagie est activée. Nous avons analysé 1’expression de
ces deux protéines dans les lignées U251 et U87 traitées a 50 et 100uM de TMZ (Figure 28).
La lignée U251 ne montre pas de clivage de LC3B a 48 ou 72h. On peut noter une légére
augmentation de la forme totale de LC3B a 48h en présence de TMZ. La lignée U87 posséde
un clivage basal de LC3B plus important que la lignée U251. Il n’y a cependant pas
d’augmentation de la forme clivée apres traitement TMZ. La variation de p62/SQSTM1 dans
la lignée U251 n’est pas significative et nous n’avons pas pu conclure a une activité
autophagique du TMZ. On distingue cependant une lIégere diminution de p62/SQSTM1 dans
la lignée U87 a 72h a partir de 100uM. Ces lignées ne sont pas défectives pour I’autophagie
puisque une augmentation de LC3B-II est visible lorsqu’elles sont soumises a un milieu

HBSS sans nutriments pendant 6h.
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Figure 28 Induction de I'autophagie par le TMZ dans les lignées U251 et U87.
L’expression de LC3B et p62 a été analysée dans les lignées U251 et U87 traitées au TMZ
pendant 48 et 72h. L’autophagie a été induite dans les lignées en les laissant 6h dans du
milieu sans nutriment HBSS.

La protéine pro-apoptotique effectrice Bak est essentielle a 1’apoptose induite par le
TMZ dans la lignée U251 (Gratas et al. 2013). Privées de Bak, une partie des cellules U251
meurent tout de méme et nous avons voulu savoir si cette mort pouvait étre de nature
autophagique. Comme le montre la Figure 29, I’extinction de Bak n’a aucun effet sur le
clivage de LC3B ou sur p62 apres traitement au TMZ. Il en est de méme pour les cellules
U251-shBax (non montré).
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Figure 29 Effets de I'extinction de Bak sur le clivage de LC3B et p62.

2.2 Marquage des vésicules autophagiques

Le clivage de LC3B est un marqueur versatile dont I’interprétation est difficile. Nous
avons marqué spécifiqguement les lipides formant les vésicules autophagiques avec du
monodansylpentane (MDH) in vivo par microscopie a fluorescence. Une forte augmentation
des vésicules lipidiques est observée dans les cellules U251 aprés traitement au TMZ. Cette

augmentation n’est pas affectée par I’invalidation de Bax ou de Bak (Figure 30).
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Figure 30 Quantification des vésicules lipidiques. Les vésicules lipidiques sont
quantifiées par un marquage MDH dans les cellules U251 invalidées pour Bax ou Bak 72h
apres traitement TMZ (50uM).
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Le TMZ n’induit pas le clivage de LC3B ni la dégradation de p62 dans la lignée U251
qu’elle soit invalidée ou non pour Bak. Cependant il existe bien une formation de vésicules

lipidiques dans les cellules U251 traitées au TMZ.

La mort induite par le TMZ dans la lignée U251 passe principalement par I’activation
des caspases de maniére dépendante a 1’axe Mcl-1/Bak. La deuxieme partie de ces résultats

s’intéressera aux mécanismes de résistances au TMZ.
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B. LA RESISTANCE AU TMZ

Il est maintenant communément admis que le principal facteur de résistance au TMZ
est ’enzyme de réparation MGMT. L’EGFR, fortement surexprimé dans les GBMs primaires,
est aussi associé a la résistance au traitement (Murat et al., 2008). Nous avons donc regardé
I’implication de ces deux protéines dans la réponse au TMZ dans des lignées de GBMs

primaires.

1 Réponse au TMZ et phénotype

Nous disposons de trois lignées de GBMs primaires, les lignées U251, LN18 et U87
qui présentent des altérations genétiques différentes (Tableau 2). Le profil de méthylation du
promoteur de MGMT est couramment utilisé en clinique car il est prédictif de la réponse au
TMZ. Parmi nos trois lignées, LN18 est la seule ayant un promoteur non méthylé qui se

traduit par une expression de la protéine (Figure 31).

Lignée Promoteur MGMT Statut p53 Statut PTEN
U251 Méthylé Muté Muté
us7 Méthylé Sauvage Muté

LN18 Non Méthylé Muté Sauvage

Tableau 2 Principales altération génétiques des lignées U251 LN18 et U87

U251 U87 LN18

MGMT . -

Actine | mmme——

Figure 31 Expression de I'enzyme MGMT dans les lignées U251 LN18 et U87.
(Western blot)
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Nous avons traité ces lignées avec deux agents alkylants, le TMZ et le BCNU (Figure
32A, B). La lignée LN18 exprimant la MGMT est résistante au TMZ et au BCNU. Cependant
parmi les deux autres lignées sans MGMT, nous pouvons voir que la lignée U251 est sensible
aux deux agents alkylants tandis que la lignée U87 est résistante. La mutation de la p53 ne

confere pas de résistance a la lignée U251 et inversement la lignée U87 est résistante malgré
une p53 sauvage.

A ——U251 —A—LN18 —x—U87 B ——U251 ——LN18 —x—U87
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Figure 32 Réponse aux agents alkylants. La viabilité des lignées U251 LN18 et U87
a été mesurée par test MTT 72h aprés un traitement (A) au TMZ ou (B) au BCNU

2 MGMT acteur principal de la résistance au TMZ

Les agents alkylants induisent leur cytotoxicité par 1’ajout de groupements alkyls sur
les bases de ’ADN. La cytotoxicit¢é du TMZ passe par I’ajout de groupements méthyls en
position N* des adénines, réparés par excision de base ou de groupements méthyls en position
0° des guanines réparés par ’enzyme MGMT. L’induction de I’expression de MGMT dans la
lignée U251 sensible permet donc de juger de son implication dans la résistance au TMZ.

2.1 Surexpression de la MGMT

La lignée U251-pD-MGMT est obtenue par transfection avec le plasmide pDest-
MGMT .L’expression de MGMT confere une résistance au TMZ comparable a celle de la
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lignée LN18 (Figure 33). Cette résistance s’accompagne d’une abolition de ’activité caspase
dans la lignée U251-pD-MGMT.

——U251 —{3—pDest —A—pD-MGMT
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Figure 33 Induction de la MGMT dans la lignée U251. (A) Expression stable de la
MGMT dans la lignée U251. (B) Test de viabilité par MTT 72h apres traitement TMZ.

L’expression de I’enzyme MGMT est suffisante pour abolir la mort par apoptose
induite par le TMZ dans la lignée U251, ce qui suggere que 1’essentiel de la cytotoxicité du
TMZ passe par les lésions O°-méthyl-guanines. Le promoteur du géne MGMT étant méthylé
dans la lignée U251, celle-ci n’exprime pas la protéine. Chez les patients, les GBMs
acquierent au cours du temps une résistance au traitement qui amene a une rechute inévitable.
Nous avons voulu étudier les mécanismes d’acquisition de la résistance au TMZ dans la
lignée U251. Ainsi nous avons étudié les conséquences d’un traitement prolongé sur

I’expression de I’enzyme MGMT dans cette lignée.

2.2 Acquisition d'une résistance au TMZ dans la lignée U251

Une lignée résistante au TMZ, U251R, a été obtenue en traitant la lignée U251 avec
25uM de TMZ pendant 12 jours en renouvelant la dose tous les 3 jours. A partir de 3 jours, la
plupart des cellules meurent par apoptose. Ensuite les cellules survivantes recommencent a
proliférer et forment des colonies (Figure 34). Aprés 12 jours les cellules sont trypsinisées et

remises en condition normales de culture en maintenant la pression de sélection par le TMZ.
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Figure 34 Colonies formées par les cellules U251 soumises a un traitement
prolongé au TMZ.

2.2.1 Résistance aux agents alkylants

La lignée U251R montre une résistance au TMZ et au BCNU comparable aux lignées
U87 et LN18 (Figure 8)
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Figure 35 Résistance aux agents alkylants de la lignée U251R. Test de viabilité par

MTT dans la lignée U251R en comparaison avec la lignée d’origine 72h apres traitement
TMZ.

2.2.2 Réexpressionde la MGMT

Nous avons contrdlé 1’expression de I’ARNm et de la protéine MGMT au cours de

I’acquisition de la résistance dans la lignée U251. Comme le montre la figure 36, I’ARNm de
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la MGMT est detecté a partir de 12 jours et la protéine peu de temps aprés. Cette acquisition
de MGMT est conservée dans les cellules U251R méme lorsque 1’on arréte totalement la

pression de sélection par le TMZ.

U251 U251R
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Figure 36 Expression de MGMT par les cellules U251R. Western blot et QPCR.

Nous avons donc analysé par bisulfitation de ’ADN et PCR semi-quantitative
(Karayan-Tapon, 2010), la méthylation des CpG sur le promoteur du gene MGMT. La zone
étudiée correspond a celle utilisée en clinique et décrite par Esteller et al.. Dans la lignée
U251R, cette séquence du promoteur reste fortement méthylée (74%) et il n’y a pas de
différence significative du degré de méthylation par rapport a la lignée U251 d’origine (77%)
(Figure 37).

M uMm
U251 U251R U251 U251R

Figure 37 Méthylation de MGMT.
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La résistance au TMZ de la lignée U251R s’appuie sur une réexpression de la MGMT
mais qui n’est pas corrélée avec le statut de méthylation de son promoteur. Nous avons
regardé les conséquences de cette réexpression sur les dommages a I’ADN provoqués par le

T™MZ.

2.3 MGMT et dommages a ’'ADN

Les méthylations en position O6 des guanines causées par le TMZ induisent, si elles
ne sont pas éliminées, des cassures doubless brins de I’ADN. Les cassures doubles brins sont
signalées dans la cellule par 1’activation de H2AX. Grace au marquage par immucytochimie
de y-H2AX, la forme active de H2AX, nous avons évalué la quantité de dommages induits par
le TMZ (Figure 38A). A 72h, la lignée U251 est la seule a présenter de la mort et une
activation des caspases, ¢’est aussi la lignée présentant le plus de cassures doubles brins. Les
lignées résistantes LN18 et U251R qui expriment MGMT, ne présentent pas ou peu de
cassures. Bien que n’ayant aucun effet sur sa viabilité, le TMZ engendre tout de méme des

cassures doubles brins dans la lignée U87.
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Figure 38 Foci yH2AX en réponse au TMZ. (A) Quantification des foci H2AX par
immunocytochimie apres 72h de traitement au TMZ 50uM. (B) Cinétique d’apparition des
foci H2AX Apreés traitement au TMZ 50pM.

Comparativement a la lignée U251 d’origine I’expression de MGMT dans la lignée
U251R est suffisante pour annuler completement les cassures doubles brins induites par le
TMZ. L’activation de y-H2AX apparait dans la lignée U251 des 8h aprés exposition au TMZ

et les foci s’accumulent jusqu’a I’induction de la mort par apoptose a 72h (Figure 38B). La
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lignée U87 présente le méme schéma d’accumulation que les U251, avec des dommages
visibles a partir de 24h. A dose égale de TMZ, la lignée U87 cumule moins de cassures

doubles brin que la lignée U251 et ces cassures n’affectent pas la viabilité de la lignée U87.

L’acquisition de la résistance dans la lignée U251R s’appuie sur une réexpression de
la MGMT pour réparer les dommages causés par le TMZ. Cependant la MGMT n’apparait
que tardivement dans les cellules U251 sous traitement prolongé, au moins apres 6 jours. De
plus, la lignée U87 résiste au TMZ par un mécanisme inconnu n’impliquant pas la MGMT.
Parce qu’il est lié a la résistance au TMZ et qu’il est fortement impliqué dans la tumorigenése
des GBMs primaire, nous nous sommes intéressés au récepteur a I’EGF et a ses ligands dans

la réponse au TMZ.

3 EGFR et ses ligands dans la résistance au TMZ

Le récepteur a ’EGF (EGFR) est fortement impliqué dans 1’oncogencse et la
progression des GBMs primaires et est surexprimé dans les lignées résistantes au TMZ
comparativement aux lignées sensibles. 1l est donc potentiellement impliqué dans la résistance

au traitement.

3.1 Expression d’EGFR dans les lignées

Nous avons regardé le niveau d’expression de I’EGFR au niveau de I’ARN et de la
protéine dans nos trois lignées (Figure 39). Les lignées U87 et LN18 expriment

respectivement 3 et 5 fois plus EGFR que la lignée U251 qui est la lignée sensible au TMZ.
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Figure 39 Expression d'EGFR. Western blot et QPCR.

3.2 Expression d’EGFR et traitement TMZ

Nous avons regardé 1’influence du TMZ sur I’expression de ’ARNm du récepteur a
I’EGF dans nos lignées par RT-QPCR (Figure 40). Le TMZ induit une surexpression de

I’EGFR uniquement dans la lignée U251. Il n’y a pas de variation dans les lignées U87 et
LN18.

DControle WMTMZ

Expression relative d'EGFR

.

U251 us7 LN18

Figure 40 Expression de I'ARNm d'EGFR en réponse au TMZ. Comparaison du
niveau d’ARNm d’EGFR des cellules traitées 72h au TMZ 50uM avec les cellules controle
non traitées.
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L’expérience a été renouvelée avec la lignée U251R. La lignée U251R possede le
méme niveau d’EGFR que la lignée U251 d’origine. Cependant le TMZ n’augmente pas le
niveau d’EGFR dans la lignée U251R (Figure 41).
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Figure 41 Expression d’EGFR dans les U251R. Western blot et QPCR, 72h aprés
traitement TMZ 25uM.

EGFR est exprimé dans toutes nos lignées et les deux lignées résistantes LN18 et U87
en expriment plus que la lignée U251 sensible. Cependant le niveau d’EGFR n’est pas
augmenté dans la lignée U251R. Nous avons voulu savoir si une inhibition de I’EGFR

pouvait potentialiser les effets du TMZ indépendamment du statut MGMT des lignées.

3.3 Réponse aux inhibiteurs d’EGFR

Les lignées ont été cotraitées avec S0uM de TMZ et 10uM d’EGFR inhibitor, un
inhibiteur compétitif du site de fixation de I’ATP sur le récepteur. Ce mécanisme d’action est
similaire a D’erlotinib utilisé en clinique. De manicre intéressante cet inhibiteur augmente
considérablement la mortalité dans toutes nos lignées et ce de maniere indépendante du statut
MGMT et du niveau d’expression de ’EGFR (Figure 42).
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Figure 42 Inhibition d’EGFR en combinaison avec le TMZ. La viabilité des
cellules a été mesurée a 72h en fonction du contrdle non traité par MTT.

De plus la mort induite par I’inhibition d’EGFR est indépendante de Bax ou de Bak
(Figure 43), contrairement au TMZ qui induit une apoptose dépendante de Bak.
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Figure 43 Inhibition d’EGFR en fonction du statut Bax et Bak dans la lignée
U251. La viabilité des cellules a été mesurée par MTT a 72h apres un traitement TMZ de
50uM par rapport au contrdle non traite.

Ces résultats sont en accord avec la littérature qui rapporte une efficacité globale des
inhibiteurs d’EGFR in vitro. Les inhibiteurs d’EGFR ont cependant montré peu d’efficacité

dans les GBMs en clinique. Une surexpression des ligands d’EGFR contribue a la
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dérégulation de la signalisation du récepteur mais aussi a la résistance aux inhibiteurs et a la
chimiothérapie. Ces derniers sont peu étudiés dans le GBM, ¢’est pourquoi nous nous sommes

intéressés a leur expression et a leur réle putatif dans la réponse au traitement.

3.4 Expression des ligands d’EGFR

La figure 44 présente le niveau d’expression basal de I’EGF, de 1’épiréguline (EREG),
du TGF-o et du HBEGF dans les lignées U251, U87 et LN18. A part la lignée U251 qui
n’exprime pas d’épiréguline et faiblement le HBEGF, les quatre ligands sont retrouvés dans

les lignées. L’EGF est le ligand le plus faiblement exprimé notamment dans les lignée U87 et

LN18.
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Figure 44 Niveau d’ARNm des ligands d’EGFR.

3.5 Expression des ligands d’EGFR en réponse au TMZ

La figure 45 montre les variations de 1’expression de ces ligands aprés traitement
TMZ de 50uM dans les trois lignées. On note une surexpression significative du HBEGF dans
la lignée U251 (45 fois) en comparaison avec I’épiréguline qui augmente de quatre fois tandis
que I’expression de ’EGF et le TGF-a. ne change pas. Dans la lignée U87, le HBEGF et le
TGF-o augmentent respectivement de 3,5 et 2,5 fois, tandis que ’EGF et 1’épiréguline restent

stables. La lignée LN18 ne montre aucun changement dans 1’expression de ces ligands.
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Figure 45 Expression des ligands d’EGFR en réponse au TMZ. Les lignées U251,
U87 et LN18 ont été traitées 72h au TMZ 50uM et le niveau d’expression a été analysé par
QPCR en comparaison avec le controle non traité.

Il a déja été montré que la surexpression du HBEGF est associée a la réponse a la
chimiothérapie (Wang et al., 2007). De plus, la lignée U87 dont la résistance au TMZ n’a pas
d’explication mécanistique claire est aussi la lignée qui exprime le plus de HBEGF. Ces
résultats nous ont orientés vers le HBEGF en tant qu’acteur potentiel de la résistance au TMZ.
La majeure partie de nos travaux présentés ci-aprés visent donc a découvrir les causes et les
conséquences de la surexpression du HBEGF en réponse au TMZ en particulier dans la lignée
U251.
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C. ROLE DE L'INDUCTION DU HBEGF PAR LE TMZ

1 Quantification du HBEGF

1.1 HBEGF secrété et total

Le proHBEGF est exprimé a la membrane cellulaire. Son clivage permet la libération
du HBEGF soluble dans le milieu et I’activation auto- ou paracrine d’EGFR. Le HBEGF
secrété dans le surnageant par les cellules U251, U251R et U87 a été dosé par ELISA (Figure
46B). Une faible quantit¢é de HBEGF est retrouvée dans la lignée U87 et aucun HBEGF n’est
détecté dans le surnageant des lignées U251 et U251R. Le TMZ n’a aucun effet sur la
sécretion du HBEGF dans les trois lignées. Le dosage par ELISA a été renouvelé sur des
extractions de protéines totales (Figure 46A). Le niveau de HBEGF intracellulaire ainsi
mesuré correle avec les résultats obtenus par QPCR. La lignée U251 présente un niveau basal
de HBEGF tres faible mais surexprime trés fortement la protéine en réponse au TMZ (50uM)
72h apres traitement. La lignée U87 a un niveau basal important de HBEGF et cette quantité
double en réponse au TMZ. Au contraire, la lignée U251R ne présente aucune surexpression
du HBEGF en réponse au TMZ. Son niveau basal est cependant Iégérement supérieur a la

lignée U251 d’origine.
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Figure 46 Quantification du HBEGF. (A) Quantification du HBEGF dans les
extraits protéiques totaux des lignées U251, U251R et U87 traitées 72h au TMZ 50uM. (B)
Dosage du HBEGF dans le surnageant des lignées placées dans du milieu a 0,1% SVF et
traitées 72h au TMZ 50uM.

1.2 Marquage du HBEGF par immunocytochimie

Pour confirmer les résultats obtenus avec le dosage par ELISA nous avons marqué le
HBEGF par immunocytochimie (Figure 47). La lignée U251R a un niveau basal de HBEGF
supérieur a la lignée U251 dont le HBEGF n’est pratiquement pas détectable. Soixante-douze
heures apres traitement au TMZ 50uM les cellules U251 sensibles surexpriment le HBEGF,
tandis qu’il n’y a pas d’augmentation dans la lignée U251R. Comparativement aux deux

lignées précédentes la lignée U87 exprime fortement le HBEGF.

L’immunomarquage du HBEGF confirme les résultats du dosage du HBEGF
intracellulaire par ELISA. Le HBEGF n’est pas détecté dans le surnageant des U251. Pour
exclure un réle du HBEGF soluble, nous avons vérifié son action sur la viabilité des lignées

U251 et U87.
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Figure 47 Immunomarquage du HBEGF. Cellules traitées 72h au TMZ 50uM puis
immunomarquées pour le HBEGF (vert). Le noyau a été coloré au Drag5 (violet).Les photos
ont prises avec un objectif x20 monté sur un Zeiss Axiovert.
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2 HBEGF et cytotoxiciteé

2.1 Ajout de HBEGF recombinant et surnageant de U251R

Pour savoir si I’ajout de HBEGF soluble recombinant pouvait protéger les cellules
U251 de la mort induite par le TMZ, nous avons soumis nos cellules a un co-traitement.
Aucun effet sur la cytotoxicité du TMZ n’est observé a 72h dans la lignée U251 (Figure 48A).
De méme, I’ajout du surnageant de la lignée U251R prétraitée au TMZ ne proteége pas la

lignée U251 sensible du TMZ (Figure 48B).
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Figure 48 Cotraitement au HBEGF soluble et surnageant de U251R. (A) Les
cellules U251 sont cotraitées avec 25ng/ml de HBEGF soluble recombinant et du TMZ
50uM, la viabilité est établie a 72h par MTT. (B) Le surnageant des cellules U251R traitées
en continu au TMZ est ajouté aux cellules U251 qui sont traitées 72h au TMZ 50uM.

Le HBEGF soluble ne protége pas la lignée U251 du TMZ. De méme la lignée U251R
ne semble pas exprimer de facteurs solubles capablent de protéger les cellules U251 sensibles
du TMZ. A l’inverse, nous nous sommes demandés si une inhibition du HBEGF pouvait

sensibiliser les lignees U251 et U87 au TMZ.
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2.2 Inhibition du HBEGF par le CRM197

Le HBEGF sert de récepteur pour la toxine diphtérique. Un mutant non-toxique de la
toxine, le CRM197 est capable de se lier spécifiguement au domaine EGF-like de la forme
membranaire et de la forme soluble du HBEGF inhibant ainsi sa fixation a ’EGFR. De
nombreuses études rapportent que 1’emploi du CRM197 induit I’apoptose, inhibe 1’invasion et
la migration et diminue la prolifération dans différentes lignées. Ainsi il peut agir en synergie

avec la chimiothérapie notamment avec le paclitaxel dans le cancer ovarien.

Nous avons traité les lignées U251 et U87 avec du CRM197 seul ou combinaison avec
du TMZ (Figure 49). Le CRM197 seul n’induit pas de mort cellulaire et n’active pas les

caspases dans nos lignées (non montré). En combinaison avec le TMZ il n’augmente pas la

mort cellulaire.
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Figure 49 Inhibition du HBEGF par le CRM197. Les lignées U251 et U87 sont
cotraitées avec du CRM197 a 5uM et du TMZ 50uM pendant 72h.

Pris ensemble, ces résultats excluent une action du HBEGF soluble sur la viabilité de
nos lignees U251 et U87 en réponse au TMZ.
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3 HBEGF et EGFR

Le proHBEGF ancré a la membrane cellulaire est capable de se lier de maniere
juxtacrine & EGFR. Cette liaison inhibe la phosphorylation d’EGFR et empéche ’induction de
la prolifération. Nous avons regardé la phosphorylation de I’EGFR en réponse au TMZ dans
la lignée U251 invalidée ou non pour le HBEGF par shRNA (Figure 50).
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Figure 50 Invalidation du HBEGF. Dosage ELISA du HBEGF dans les lignées
U251-scramble et U251-shHBEGF traitées au TMZ 50uM a 72h. Dans la lignée U251-
shHBEGF le dosage est a la limite de sensibilité du test qui est d’environ 13 pg/ml.

Le TMZ induit une phosphorylation de la tyrosine 1068 d’EGFR, impliqué dans
I’activation des voies Ras/Raf/MAPK, PI3K/Akt, Stat-3, qui n’est pas perturbée par 1I’absence
de HBEGF (Figure 51).
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Figure 51 Phosphorylation d’EGFR. (A) Activation de la tyrosine 1068 d’EGFR
dans les cellules U251 72h apres TMZ 50uM. (B) Quantification d’EGFR activé par P-LISA,
72h apres traitement TMZ 50uM.

Le HBEGF n’a pas d’impact sur la phosphorylation d’EGFR induite par le TMZ. Par
ailleurs 1’analyse par QPCR de I’expression de HER4 par QPCR montre une quantité infime
dans la lignée U251 qui n’est pas affectée par un traitement TMZ (non montr¢). Nous avons
donc exclu un rdle du HBEGF sur ce récepteur. Il est donc possible que le HBEGF ait un réle
indépendant. Une question reste en suspens quant a I’origine de la surexpression du HBEGF,

est-elle ou non spécifique du TMZ ?

4 Le HBEGF et dommages de ’ADN

4.1 Le HBEGF réponse aux dommages de I’ADN

Les cellules U251 ont été traitées avec 1puM d’étoposide, un inhibiteur des
topoisomérases. A 72h, I’étoposide induit une augmentation de I’expression de I’ARN du
HBEGF similaire a celle obtenue avec un traitement au TMZ (Figure 52A). Une cinétique
entre 24 et 72h dans les cellules U251 traitées a 50uM de TMZ montre que le HBEGF

augmente au cours du temps (Figure 52B).
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Figure 52 Expression du HBEGF. (A) Expression relative au contréle du HBEGF
par QPCR dans la lignée U251 traitées 72h au TMZ (50uM) ou a I’étoposide (1uM). (B)
Cinétique d’apparition du HBEGF par QPCR dans la lignée U251 traité avec 50uM de TMZ.
Ces deux expériences n’ont été réalisées qu’une fois.

Cette cinétique d’apparition du HBEGF n’est pas sans rappeler la cinétique
d’accumulation des dommages doubles brins induit par le TMZ dans la lignée U251 (Figure
38B). L’induction de cassures directes de I’ADN par irradiation (5 Gy), induit une
augmentation du HBEGF dans la lignée U251 mais aussi dans la lignée U251R (Figure 53).

0OuU251 BU251R

N
u

N
o
|

[Eny
(2}
L

Expression relative

[
o
L

6]

UL

™Z IR TMZ + IR

Figure 53 Expression du HBEGF en réponse a I’irradiation. Expression relative au
contr6le du HBEGF par QPCR dans les lignées U251 et U251R 72h apreés traitement au TMZ
(50uM) et irradiation (5Gy).
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La surexpression du HBEGF n’est pas spécifique au TMZ puisque I’étoposide et les
rayons y provoquent la méme réponse dans la lignée U251. L’irradiation des cellules U251R
provoque aussi une surexpression du HBEGF alors que le TMZ n’a aucun effet. Ces données
suggerent donc I’existence d’une relation entre 1’expression du HBEGF et les dommages de

I’ADN.

4.2 Corrélation entre I'’expression du HBEGF et les foci yH2AX

Lorsque I’on compare 1’expression du HBEGF induite par le TMZ dans les lignées
U251, U251R et U87 (Figure 54A) et I’activation des foci yH2AX (Figure 54B), nous voyons
une corrélation entre ces données. Ainsi nous avons émis I’hypothése que le HBEGF pouvait

étre une réponse aux dommages doubles brins de I’ADN.
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Figure 54 Paralléle entre expression du HBEGF et foci yH2AX. (A) Quantification
du HBEGF total par ELISA 72h apreés traitement TMZ 50uM. (B) Quantification des foci
yH2AX par immunocytochimie 72h aprés traitement TMZ.

La MGMT répare les alkylations produites par le TMZ dans la lignée U251R et
empéche la formation de cassures doubles brins. Une unité d’enzyme se lie de fagcon covalente
a un groupement méthyl, une unité d’enzyme est donc perdue pour chaque groupement
¢éliminé. La capacité de réparation de la cellule est donc dépendante de la quantité d’unités
enzymatique. Pour saturer la capacité de réparation de I’enzyme MGMT, la lignée U251R a

été traitée par de fortes doses répétées de TMZ (200pM/j pendant 3jours) (Figure 55A). Dans
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ces conditions, une réapparition des foci yH2AX (Figure 55B) concomittante avec une

augmentation de I’ARNm du HBEGF (Figure 55C) est observée.
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Figure 55 Saturation de la MGMT dans la lignée U251R. (A) Une dose répétée sur
72h de 200uM de TMZ permet de diminuer la quantité de MGMT dans la lignée U251R. (B)
Mesure de la quantité de foci yH2AX par immunocytochimie a 72h. (C) Mesure de la quantité
d’ARNm du HBEGF par QPCR a 72h.

L’apparition simultanée des foci yH2AX et du HBEGF dans la lignée U251R suggere
que le HBEGF peut jouer un rdle dans la réparation ou la signalisation des dommages de
I’ADN.
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4.3 Le HBEGF et réparation des cassures doubles brins
4.3.1 Invalidation de HBEGF et foci yH2AX

Le nombre de foci yH2AX a été mesuré a 72h et 120h dans les cellules U251-
SshHBEGF traitées a 25uM de TMZ (Figure 56). A 72h les cellules invalidées pour le HBEGF
tendent & avoir plus de dommages. En revanche si on laisse les cellules récupérer pendant
deux jours, les U251-shHBEGF présentent encore beaucoup de foci yH2AX alors que les

U251-scramble n’en ont presque plus.
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Figure 56 Extinction du HBEGF et foci H2AX. (A) Quantification des foci yH2AX
dans les cellules U251 invalidées ou non pour le HBEGF traitées avec 25uM de TMZ. Pour le
temps 120h, le milieu a été changé a 72h. (B) Western blot de yH2AX a 120h apres traitement
au TMZ 25uM. Pour ces deux expériences la dose de 25uM se justifie pour une meilleure
visibilité des différences observées a 120h.

Nous avons réalisé la méme experience en inhibant le HBEGF par du CRM197 et

nous ne retrouvons pas de différence avec les cellules non traitées (Figure 57).
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Figure 57 Inhibition du HBEGF par le CRM197 et foci yH2AX. Quantification des
foci yH2AX par immunocytochimie dans les cellules U251 traitées au CRM197 5ug/ml et
TMZ 25uM. Pour le temps 120h, le milieu a été changé a 72h.

Le HBEGF a une influence sur la réparation des dommages doubles brins dans la
lignée U251. Il existe une séquence de localisation nucléaire (NLS) dans le domaine liant
I’héparine (situé dans 1’ectodomaine) du proHBEGF (Raab et Klagsbrun, 1997). Adam et al.
sont les seuls a avoir montré le proHBEGF pouvait se localiser au noyau et que ce phénoméne
est corrélé avec le grade des carcinomes transitionnels de la vessie (Adam et al., 2003)(Adam
et al. 2003). Nous avons donc regardé la localisation du HBEGF dans nos cellules aprés

traitement au TMZ.

4.3.2 Translocation au noyau du HBEGF

Nous n’avons pas pu détecter le HBEGF par ELISA sur des fractionnements
nucléaires de nos cellules. Cependant la technique de P-LISA nous a permis grace a deux
anticorps de régions distinctes, de marquer spécifiqguement le proHBEGF. Le nombre de
proHBEGF total par cellule augmente de fagon similaire a nos précédents résultats dans les
deux lignées (Figure 58A). Nous avons pu aussi estimer le nombre de foci localises dans le
noyau 72h aprés traitement au TMZ dans les lignées U251 et U87 (Figure 58B). La
localisation du proHBEGF dans le noyau augmente significativement dans la lignée U251

traitée au TMZ, mais pas dans la lignée U87.
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Figure 58 Localisation du proHBEGF. Quantification du proHBEGF (A) total et
(B) nucléaire dans les lignées U251 et U87 72h aprés traitement TMZ (50uM). La
quantification des foci a été réalisé grace aux plugins Colocalization et Object counter 3D
sous ImageJ.

La localisation nucléaire du proHBEGF dans la lignée U251 est une piste tangible
d’une participation éventuelle dans les mécanismes de réparation et pourrait expliquer sa

relation avec yH2AX.

4.3.3 Activation d’ATR

La phosphorylation d’H2AX est induite en réponse aux dommages a I’ADN par des
sérine/thréonines kinases telles qu’ATR, ATM ou DNA-PK. Des résultats préliminaires nous
indiquent que la signalisation des dommages a I’ADN par le TMZ passe par une activation
d’ATR dans la lignée U251 des 48h (Figure 59). Dans la lignée U251-shHBEGF, la
phosphorylation d’ATR n’apparait qu’a 72h. Ces résultats n’ont cependant pas été répétés.
L’invalidation du HBEGF dans la lignée U251 semble retarder la phosphorylation de cette
protéine kinase. Le HBEGF pourrait jouer un rdle dans la signalisation des dommages

doubles brins en participant a 1’activation d’ATR.
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Figure 59 Activation d’ATR. Western blot de la phosphorylation d’ATR dans la
lignée U251 invalidée ou non pour HBEGF a 48 et 72h apres traitement TMZ 50uM.

4.3.4 Role de DNA-PK

Contrairement a la lignée U251, nous n’avons pas trouvé d’augmentation du
proHBEGF nucléaire dans la lignée U87. Le TMZ induit cependant des dommages doubles
brin dans cette lignée, mais ceux-ci sont moins importants que dans la lignée U251 (Figure
11B). L’inhibition de DNA-PKc par le NU7026 (20uM) augmente la cytotoxicité du TMZ
(50uM) a partir de 120h dans la lignée U87 mais pas dans les lignées U251 et U251R (Figure
50). La lignée U87 s’appuie donc sur I’activité de la DNA-PK pour survivre aux dommages
causés par le TMZ.
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Figure 60 Inhibition de DNA-PKc. Les lignées U251, U251R et U87 ont été traitées
120h au TMZ 50uM et au NU7026 20uM. La viabilité a été mesuré en fonction du contréle
non traité par MTT.
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Ces pistes laissent présumer de voies de signalisation et de réparation des cassures
doubles brins différentes dans les lignées U87 et U251 et I'implication du proHBEGF reste

encore a éclaircir dans ces lignées.

5 Le HBEGF etlarésistance au TMZ dans la lignée
U251

La lignée U251R ne surexprime plus de HBEGF en réponse au TMZ. Nous avons
voulu savoir si le HBEGF était essentiel a ’acquisition de la résistance. Suivant le protocole
précédemment décrit (cf. 2.2.2.), nous avons traité en continu des cellules U251 invalidées
pour le HBEGF. La diminution de HEBGF n’empéche pas les cellules de devenir résistantes
et d’exprimer la MGMT au bout de 12 jours (Figure 61).

Cependant, nous avons remarqué que lors de 1’acquisition de la résistance au TMZ, les
cellules U251-shHBEGF forment des colonies plus grosses (Figure 62). L’extinction du

HBEGF semble donc favoriser la survie des cellules U251.

L’extinction du HBEGF n’a pourtant aucun effet sur la viabilité des cellules U251
traitées au TMZ a 72h (Figure 63A). De méme, ’activité caspase relevée est identique a la
lignée scramble (Figure 63B). Nous avons le méme pic d’activité caspase a 72h puis une
diminution de cette activité au bout de 120h. Pour expliquer cela nous nous sommes tournés
vers I’expression des protéines de la famille Bcl2 en réponse au TMZ dans la lignée U251-
shHBEGF.
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Figure 61 Expression de la MGMT. (A) Cinétique d’apparition de MGMT dans la
lignée U251 invalidée ou non pour le HBEGF et traitée au TMZ 25uM. (B) Dosage du
HBEGF par ELISA.
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Figure 62 Résistance au TMZ. (A) Photographies des colonies formées par les
cellules U251 invalidées ou non pour le HBEGF. Les cellules ont été colorées au crystal
violet. (B) Nombre de colonies formées. (C) Taille des colonies mesurée avec le logiciel Bio-
1D.
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Figure 63 Rble du HBEGF dans la mort induite par le TMZ. (A) viabilité mesuree
par MTT a 72h aprés traitement TMZ 50uM. (B) Activité caspase mesurée dans les cellules
traitées au TMZ 50uM.
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6 Le HBEGF et protéines de la famille Bcl2

6.1 L’extinction du HBEGF module I'’expression de Bax, Bak et
de survivine

Alors que le TMZ a peu d’effet sur les protéines Bax, Bak, Bcl2, Bel-XI et survivine
dans la lignée U251-scramble, des résultats préliminaires montrent qu’il induit de nombreux
changements dans la lignée U251-shHBEGF (Figure 64). On peut noter une augmentation de

Bak et de Bcl-xL et une diminution de Bax et de la survivine des 48h.
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Figure 64 Expression des protéines pro- et antiapoptotiques. Les cellules sont
traitées 72h avec 50uM de TMZ.

6.2 Le proHBEGF régule la dégradation de Mcl-1 induite par le
TMZ.

Le TMZ induit une apoptose dépendante de Bak via une dégradation de Mcl-1 (Gratas
et al. 2013, Partie 1). Dans les cellules U251-shHBEGF, Mcl-1 n’est pas dégradé 72h aprés
traitement au TMZ 50puM malgré I’induction de Noxa (Figure 65A). La dégradation de Mcl-1
par le TMZ est inhibée par le MG132 dans la lignée U251 donc elle est bien dépendante du

protéasome (Figure 65B).
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Figure 65 Dégradation de Mcl-1 en fonction du statut HBEGF. (A) Les cellules
sont traitées 72h avec 50uM de TMZ et (B) vingt-quatre heures avant de les récupérer du
MG132 a 10uM est ajouté.

MG132

6.3 Ladégradation de Mcl-1 par le TMZ dépend d’'USP9X

Mcl-1 est la protéine de la famille Bcl2 la plus étudiée du point de vue de sa
dégradation qui est majoritairement dépendante du systeme ubiquitine/protéasome. Au
moment du déclenchement de I’apoptose Mcl-1 peut étre rapidement dégradée par
I’augmentation de son ubiquitination notamment via I’activit¢ d’ARF-BP1/Mule (Mcl-1
ubiquitin ligase E3). En condition non-apoptotique, Mcl-1 estprotégée de la dégradation par la
déubiquitinase USP9X.

Nous avons analysé les interactions entre Mcl-1 est USP9X apres traitement TMZ a
48h par P-LISA. En absence de traitement, USP9X interagit fortement avec Mcl-1, alors que
sous TMZ ces interactions diminuent significativement (Figure 66). L’invalidation du

HBEGF permet au contraire de maintenir les interactions entre USP9X et Mcl-1.
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Figure 66 Interactions Mcl-1/USP9X. Les interactions entre Mcl-1 et USP9X ont été
quantifiées par P-LISA dans les cellules U251 traitées au TMZ 50uM pendant 48h.

Le HBEGF est impliqué dans la perte d’interaction entre Mcl-1 et USP9X en réponse
au TMZ dans la lignée U251. Cependant, nous n’avons pas trouvé d’interaction directe entre
HBEGF et USP9X, ce qui sous-entend qu’il manque un ou plusieurs partenaires impliqués

dans ce mécanisme.

6.4 BAG1,le chainon manquant ?

La littérature n’évoque qu’un seul partenaire direct connu du proHBEGF, il s’agit de
BAG1, une protéine cochaperonne aux propriétés antiapoptotiques. De maniére intéressante
BAGL1 est connu pour réguler Mcl-1 via des interactions avec sa déubiquitinase USP9X. Nous

nous sommes donc intéresses aux interactions liant ces quatre protéines.

L’analyse de I’expression de BAG1, de Mcl-1 et d’USP9X dans la lignée U251
montre qu’USPI9X est dégradée a 24h et a 72h. La dégradation de Mcl-1 en réponse au TMZ
commence deés 48h et jusqu’a 72h (Figure 67). Au contraire, dans les cellules U251-
shHBEGTF, les niveaux d’USP9X et de Mcl-1 restent constants sous traitement TMZ. BAG1

reste constant dans les deux lignées.
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Figure 67 Cinétique d’expression de Mcl-1 et USP9X. Les cellules sont traitées 72h
avec 50uM de TMZ.

Nous avons analysé 1’interaction entre HBEGF et BAG1 par P-LISA dans les cellules
U251 scramble et sShHBEGF(Figure 68). Quarante-huit heures apres traitement TMZ (50uM),

c¢’est-a-dire le moment ou débute la dégradation de Mcl-1, nous voyons une augmentation des

interactions entre HBEGF et BAG1 dans les cellules U251 scramble.
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Figure 68 Interactions HBEGF/BAGL. Les interactions entre HBEGF et BAG1 ont
été quantifiées par P-LISA dans les cellules U251 scramble et shHBEGF traitées au TMZ
50uM pendant 48h.
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En conclusion, le TMZ induit une surexpression du HBEGF dans la lignée U251.
Méme si EGFR est phosphorylé en réponse au TMZ, le HBEGF n’a pas de role majeur dans
cette activation. L’expression du proHBEGF est corrélée avec I’activation de H2AX. Le
proHBEGF est retrouvé dans le noyau des cellules U251. Il peut donc potentiellement jouer
un role dans la réparation et/ou la signalisation des dommages doubles brins de I’ADN voire

dans I’expression de protéine comme par exemple la survivine.

Nos résultats montrent pour la premiére fois que le proHBEGF, régule la dégradation
de Mcl-1 induite par le traitement au TMZ. En effet le proHBEGF est impliqué dans la perte
d’interaction entre Mcl-1 et sa déubiquitinase USP9X. Nous proposons un modéle ou en
réponse aux dommages a I’ADN, le proHBEGF va interagir avec BAG1 et peut-étre le
séquestrer, ce qui empéche BAGI de maintenir I’expression d’USP9X et entraine en
conséquence la dégradation de Mcl-1.
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Discussion

Le TMZ est aujourd’hui considéré comme le traitement chimiothérapeutique de
référence dans le GBM. Cependant face a la résurgence de ces tumeurs, il est essentiel de
comprendre les mécanismes de résistance émergents et de trouver de nouvelles options
thérapeutiques. Dans cette optique, nous nous sommes intéressés d’une part a 1I’induction de la
mort dans les cellules de GBM mais aussi aux mécanismes qui interviennent dans la
résistance au TMZ. Nous avons pu montrer I’importance de 1’axe Mcl-1/Bak dans la réponse

au TMZ et I’implication du HBEGF dans la régulation de la dégradation de Mcl-1.

1 Mécanismes de mort du TMZ

1.1 L’'importance de I'axe Mcl-1/Bak dans I'apoptose induite
par le TMZ

Le TMZ est décrit comme un agent pro-autophagique et pro-apoptotique (Knizhnik et
al., 2013). Cependant les mécanismes d’induction de 1’apoptose mitochondriale par le TMZ
ne sont pas connus. En invalidant les protéines pro-apoptotiques effectrices Bax et Bak, nous
avons montré que leurs réles étaient non redondants dans le cas du TMZ. En effet la perte de
Bak et non celle de Bax induit une diminution de 1’activité des caspases effectrices en réponse
au TMZ qui se traduit par une diminution de la mort cellulaire dans les lignées U251 et LN18.
On peut noter que dans la lignée sensible U251, I’activité des caspases est observable a des
doses clinique de TMZ (<100uM), alors que pour la lignée résistante LN18 qui exprime
I’enzyme de réparation MGMT il est nécessaire d’utiliser des doses supérieures a 250pM.
L’extinction de Bak n’abolit pas totalement la mort cellulaire ni ’activité caspase dues au
TMZ dans la lignée U251. 11 a déja été montré qu’un autre agent alkylant, le MNNG induit
une mort passant par Bax indépendante des caspases appelée nécroptose (Baritaud et al.,
2012). Nous ne savons pas si le TMZ est capable d’induire la nécroptose dans nos cellules par

contre nous avons détecté une lIégere activité LDH synonyme de nécrose.

Au contraire de Bax qui doit subir un changement de conformation et s’insérer dans la
membrane mitochondriale, Bak est déja ancré dans la membrane et il est associé a la protéine
anti-apoptotique Mcl-1 qui le maintient inactif (Cuconati et al., 2003). Dés lors ’activation de
Bak est dépendante de la régulation de Mcl-1 en réponse a un stimulus apoptotique. En
réponse au TMZ, les lignées U251 et LN18 montrent une dégradation de Mcl-1 72h aprés

traitement. De plus I’extinction de Mcl-1 par pARNiI augmente la sensibilité au TMZ dans les
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deux lignées. On remarque aussi que 1’extinction de Mcl-1 dans la lignée U251 est suffisante
pour entrainer une activation des caspases. En revanche, I’inhibition concomitante de Bcl-2 et
Bcl-xL, par I’ABT-737, un BH3-mimétique, en co-traitement avec le TMZ n’augmente pas
I’activité caspase dans la lignée U251. 1l a récemment été démontré que 1’ABT-737 provogue
une augmentation de Noxa dans la lignée U251 et que I’extinction de Mcl-1 augmente
I’apoptose induite par I’ABT-737, ce qui prouve que Mcl-1 est un frein a I’efficacité de
1I’ABT-737(Bertin-Ciftci et al., 2013).

La dégradation de Mcl-1 est subséquente a sa séparation avec Bak. La protéine anti-
apoptotique Noxa est un partenaire privilégié de Mcl-1 et peut le conduire directement a sa
dégradation (Gomez-Bougie et al., 2011). Cependant le mécanisme responsable de la
séparation entre Mcl-1 et Bak reste encore inconnu. De méme, il semble que la perte de Mcl-1
ne soit pas suffisante pour déclencher 1’apoptose, ce qui suggere qu’un acteur tiers serait
nécessaire a 1’activation de Bak (Cuconati et al., 2003). L’activation de Bak peut alors

dépendre d’une protéine a BH3-seul activatrice telle que Bid, Bim ou Puma.

1.2 L’autophagie a-t- elle un réle dans la réponse au TMZ ?

Nous avons utilisé plusieurs marqueurs de 1’autophagie dans les lignées U251 et US7.
Le clivage de LC3B et la perte de p62, signaux d’une activation de 1’autophagie, ne sont pas
retrouves dans la lignée U251. La ligné U87 présente une activation basale de LC3B mais le
TMZ n’augmente pas son clivage. Knizhnik et al. proposent un modéle ou 1’autophagie est
I’élément central de la réponse aux dommages de I’ADN provoqués par le TMZ (Knizhnik et
al., 2013). Selon ces auteurs, en réponse aux cassures double brins, 1’autophagie inhibe
I’apoptose et favorise 1’entrée en sénescence des cellules de gliomes. A I’inverse, ’abrogation
de l’autophagie, sensibilise les cellules a la mort par apoptose. Ce groupe observe une
formation de vésicules dose dépendante au TMZ des 72h dans les lignées de glioblastome
LN229 et U87 avec un pic a 96h. De méme ils observent un clivage de la protéine LC3B a
partir de 96h. L’activité caspases apparait a 96h et 120h respectivement pour les lignées U87
et LN229. Dans notre modele, nous observons également une augmentation des veésicules
lipidiques dans les cellules U251 a 72h mais c’est aussi le temps ou ’activité des caspases a
déja commencé. De plus des données de notre laboratoire montrent que [’inhibition de
I’autophagie par le 3-MA dans la lignée U251 n’a pas d’effet sur ’activation des caspases en
réponse au TMZ. Ces données peuvent suggérer qu’il existe une activation incompléte de

I’autophagie dans la lignée U251 qui pourrait survenir plus tardivement. Une étude récente
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montre que la perte de Mcl-1 diminue I’activation de 1’autophagie dans les cellules cardiaques
(Thomas et Gustafsson, 2013). Les cellules U251 sont trés sensibles a la perte de Mcl-1. La
dégradation de Mcl-1 par le TMZ pourrait donc arriver plus rapidement que 1’activation

compléte de 1’autophagie.

2 Résistance au TMZ

2.1 La MGMT suffit-elle a expliqué les phénomenes de

résistance ?

L’induction de I’expression de I’enzyme de réparation MGMT dans la lignée U251
sensible abolit complétement I’activité caspase induite par le TMZ et protége les cellules de la
mort. Les méthylation en position O° des guanines, cibles de la MGMT, sont donc les
instigatrices principales de la cytotoxicité du TMZ dans ces cellules. Néanmoins il est
possible que les alkylations en N des guanines et en N® des adénines induisent des cassures
simple brin dans la lignée U251 car celle-ci montre un clivage de PARP apres traitement au
TMZ (non montré). PARP reconnait les cassures simple brin et initialise le processus de
réparation par excision de base (BER) (Almeida et Sobol, 2007). Il a déja été montré que la
combinaison du TMZ avec des inhibiteurs de PARP augmente la cytotoxicité du TMZ dans
des modeles précliniques de GBMs (Miknyoczki et al., 2003). C’est une stratégie qui peut se
montrer prometteuse car elle s’affranchit du statut MGMT des patients cependant des
mécanismes de résistance aux inhibiteurs de PARP sont aujourd’hui largement documentés

dans de nombreux cancers.

La lignée U251R rendue résistante au TMZ exprime la MGMT. Au moment de notre
découverte une étude a publié des résultats similaires. Les auteurs suggérent qu’un régime
métronomique (doses croissantes répétées) serait approprié pour saturer les quantités de
MGMT et rétablir une sensibilité (Pan et al., 2011). Cependant les doses proposées sont
éloignées de la réalité clinique (360uM alors que la dose journaliére accordée a un adulte est
d’environ 100uM). Il est donc nécessaire de comprendre les mécanismes de régulation de

I’expression de la MGMT notamment la méthylation de son promoteur.

L’expression de la MGMT dans la lignée U251R est présente malgré la forte

méthylation du promoteur de son gene. Nous avons utilisé des amorces entourant la séquence
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décrite par Esteller et al. qui ont démontré que I’inactivation de MGMT par la méthylation de
son promoteur est corrélée avec la réponse aux agents alkylants dans le GBM (Esteller et al.,
2000). Une étude multicentrique menée par notre laboratoire confirme que le taux de
méthylation évalué par PCR semi-quantitative et par pyroséquencage est corrélé avec la
survie globale des patients. Cependant I’expression de MGMT évaluée au niveau ARN par
RT-QPCR et protéique par immunohistochimie, montrent respectivement peu ou pas de
corrélation (Karayan-Tapon et al. 2010). Il est probable qu’une déméthylation puisse
intervenir sur une autre zone du promoteur, expliquant ainsi la réexpression protéique
observée dans la lignée U251R. Notre équipe a déja montré que 1’ajout d’acide folique, un
agent méthylant, diminue 1’expression de MGMT et sensibilise les tumeurs au TMZ (Cartron
et al., 2012; Hervouet et al., 2009). Dés lors il serait intéressant de savoir si une démethylation
spécifique intervient sur le promoteur de MGMT ou bien s’il s’agit d’une déméthylation
globale de ’ADN. Dans les deux cas, l’inhibition des acteurs responsables de cette
déméthylation serait une stratégie thérapeutique pertinente pour éviter 1’apparition d’une

résistance par MGMT.

2.2 EGFR a-t-il un réle dans la résistance ? Est-ce qu’'un ligand

en particulier y est associé ?

L’EGFR est fortement exprimé dans les lignées U251, U87 et LN18. Cependant seule
la lignée sensible U251 présente une augmentation de 1’expression d’EGFR observée par RT-
QPCR en réponse au TMZ. Ce dernier induit de plus une forte activation du récepteur dans
cette lignée. La surexpression et ’activation d’EGFR dans la lignée U251 laissent supposer
un réle dans la résistance au TMZ. Nous ne nous sommes pas aventurés a étudier I’effet de
son extinction ou de sa surexpression sur la résistance de la lignée U251 pour confirmer cette
hypothese. L’inhibition d’EGFR entraine une forte cytotoxicité dans toutes nos lignées. De
plus cette cytotoxicite est indépendante de Bax ou de Bak dans la lignée U251, ce qui en fait

une cible thérapeutique intéressante en combinaison avec le TMZ.

Nous avons mis en évidence une forte surexpression du HBEGF dans la lignée U251
en réponse au TMZ. Contrairement a nos a priori la phosphorylation d’EGFR dans la lignée
U251 en réponse au TMZ n’est pas dépendante du HBEGF. On remarque tout de méme une
légére diminution de la phosphorylation d’EGFR dans la lignée U251-shHBEGF. Nous avons
d’ailleurs pu détecter des interactions HBEGF/EGFR par P-LISA dans la lignée U251 72h

apres traitement au TMZ. Il n’est donc pas exclu que le HBEGF puisse avoir un réle dans la
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phosphorylation d’EGFR. Néanmoins ce rdle est mineur et n’a pas d’effet sur la sensibilité de
la lignée U251 au TMZ.

Nos résultats montrent que 1’ajout de HBEGF soluble recombinant ou I’inhibition du
HBEGF par le CRM197 ou ARN interférant n’ont aucun effet sur la viabilit¢ des cellules
U251 traitees au TMZ. Le shedding du proHBEGF en HBEGF soluble est responsable de
I’activation d’EGFR en réponse a la chimiothérapie (doxorubicine, SN38, cisplatine) (Wang
et al., 2007) et a I’inhibition du protéasome (Sloss et al., 2010). Wang et al. montrent par
ailleurs que I’inhibition du HBEGF par le CRM197 ou son extinction par ARN interférant
empéche la phosphorylation du récepteur et sensibilise les cellules a la chimiothérapie. Au
contraire la surexpression du HBEGF protege les cellules de la mort. Dans le cancer ovarien,
le CRM197 agit en synergie avec le paclitaxel et induit directement une mortalité cellulaire
(Yagi et al., 2009). Le CRM197 n’a pas d’effet synergique avec le TMZ dans nos lignées. Il
n’a d’ailleurs aucun effet cytotoxique en agent seul contrairement a I’inhibition d’EGFR. Ces
résultats nous ont lentement amenés & considérer un réle du HBEGF indépendant d’EGFR

dans notre modeéle.

3 Quel estle role du HBEGF dans la réponse au TMZ

?

3.1 Comment le HBEGF influe-t-il sur la dégradation de Mcl-1?

Le résultat principal de ces travaux de these restera la mise en évidence de
I’implication du HBEGF dans la régulation de la dégradation de Mcl-1 en réponse au TMZ.
Mcl-1 est un anti-apoptotique qui, dans les cellules saines, séquestre Bax et plus
spécifiqguement Bak a la membrane mitochondriale. Comme nous 1’avons vu, le TMZ induit
une apoptose fortement dépendante de Bak qui passe par la dégradation de Mcl-1.
L’extinction du HBEGF ne protege pas les cellules U251 de ’apoptose, malgré le maintien
apparent de Mcl-1. La dégradation de Mcl-1 n’est donc pas essentielle au déclenchement du
processus apoptotique par le TMZ. Le TMZ induit une surexpression de Noxa qui est
retrouvée aussi bien dans les cellules U251 que dans les cellules U251-shHBEGF. De ce fait
nous pouvons supposer que malgré sa stabilisation apparente, Mcl-1 est tout de méme

séquestré par Noxa, ce qui laisse Bak libre d’induire la perméabilisation mitochondriale. On
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peut aussi supposer que le HBEGF dégrade la fraction cytoplasmique de Mcl-1 et n’intervient
pas sur la fraction mitochondriale. Dans les deux cas, le réle du HBEGF est restreint a la
dégradation de Mcl-1 et n’intervient pas dans 1’apoptose. Il est aussi surprenant de voir que le
TMZ augmente 1’expression de Bak dans les U251-shHBEGF. Le rapport Mcl-1/Bak est alors
modifié et la portion de Mcl-1 non dégradé dans les cellules U251-shHBEGF n’est pas

suffisant pour empécher 1’activation des caspases dans cette lignee.

La liaison de Noxa avec Mcl-1 est associée a la dégradation de ce dernier par le
protéasome. Noxa favorise en effet la polyubiquitination de Mcl-1 par I’E3 ligase MULE
(Zhong et al., 2005) et diminue les interactions entre Mcl-1 et la déubiquitinase USP9X
(Gomez-Bougie et al., 2011). Le TMZ induit une diminution des interactions USP9X/Mcl-1
dans la lignée U251 mais pas dans la lignée U251-shHBEGF. Le maintien de I’expression de
Mcl-1 semble donc corrélé avec son interaction avec USP9X. Le niveau protéique d’'USP9X
diminue en réponse au TMZ dans la lignée U251 mais ne varie pas lorsque le HBEGF est

invalidé.

Nous n’avons pas pu mettre en évidence des interactions directes entre HBEGF et
USP9X et avons donc cherché d’autres partenaires. Dans la littérature, seul BAG-1, une
protéine cochaperonne, a été identifiée comme partenaire direct du proHBEGF par la
technique du double hybride (Lin et al., 2001a). Le TMZ augmente les interactions entre le
HBEGF et BAG-1 dans la lignée U251. Dans les leucémies myéloides, I’extinction de BAG-1
entraine une diminution de Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1 et de phospho ER (Aveic et al., 2011). Ces
auteurs montrent par ailleurs que BAG-1 maintient directement I’expression de Bcl-2 et
protege Mcl-1 de sa dégradation par le protéasome en controlant I’expression d’USP9X et
identifient ce dernier comme nouveau partenaire de BAG-1. L’interaction entre le HBEGF et
BAG-1 est une explication tangible aux variations de 1’expression d’USP9X observée apres
traitement au TMZ et donne une explication au role de HBEGF dans la dégradation de Mcl-1.
Pour élucider ce mécanisme, il reste a confirmer 1’existence d’interactions entre BAG-1 et
USP9X dans notre modéle. Une inhibition de BAG-1 par ARN interférant pourrait empécher
la dégradation de Mcl-1 dans la lignée U251 ou bien rétablir cette dégradation dans la lignée
U251-shHBEGF. De facon similaire, I’inhibition d’USP9X peut potentiellement sensibiliser
les cellules au TMZ. Cependant USP9X interagit avec d’autres protéines impliquées dans des
voies de signalisation importantes telles que p-caténine ou SMAD4 (promotion de la voie du
TGF-B) (Sacco et al., 2010).
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D’autres mécanismes peuvent entrainer la dégradation de Mcl-1, comme par exemple
sa phosphorylation par la kinase GSK3 sur la sérine 159 (Maurer et al., 2006). GSK3 est
activée par MAPK alors qu’elle est inhibée par AKT (Maurer et al., 2006). Dés lors la
régulation de Mcl-1 peut étre modulée via les récepteurs a tyrosine kinase tels qu’EGFR. Le
TMZ induit une phosphorylation de la tyrosine 1068 d’EGFR qui est impliquée dans
I’amarrage de la protéine adaptatrice GRB2/Sos ce qui active la voie des Ras/sMAPK. EGFR
peut donc potentiellement déréguler Mcl-1 par cette voie. Cependant EGFR est phosphorylé
dans les cellules U251-shHBEGF dans lesquelles Mcl-1 n’est pas dégradé. De plus la mort
induite par I’inhibition de la tyrosine kinase d’EGFR ne conduit pas a la dégradation de Mcl-1

dans la lignée U251 et agit donc par d’autres mécanismes.

Mcl-1 peut aussi étre dégradé par le protéasome de maniere indépendante de
I’ubiquitinylation (Stewart et al., 2010). Il existe donc des voies de secours permettant la
dégradation de Mcl-1. Une étude récente montre que 1’adressage a la mitochondrie de Mcl-1
est requis pour une dégradation indépendante du protéasome (Mills et al., 2012). C’est-a-dire
que méme lorsque le protéasome est inhibé, Mcl-1 (et non d’autres protéines a demi-vie
équivalente utilisées comme contrdle dans 1’étude) peut subir une protéolyse une fois qu’il est
importé a la mitochondrie. Ce phénomene est concurrent avec la dépolarisation de la paroi
mitochondriale. Cela ne semble pas étre le cas dans les cellules U251 puisque I’inhibition du

protéasome par le MG132 empéche totalement la dégradation de Mcl-1.

3.2 Quel estle role du HBEGF nucléaire ?

Une étude a montré que la translocation du proHBEGF au noyau était corrélée avec un
mauvais pronostic dans les carcinomes transitionnels de la vessie (Adam et al., 2003). Nous
voyons une localisation du HBEGF dans le noyau par P-LISA dans les cellules U251 traitées
au TMZ et non dans les cellules U87. Pour confirmer ce résultat, nous avons tenté d’appliquer
notre méthode de dosage par ELISA sur des fractionnements nucléairemais sans succes. Le
HBEGF présente une trés forte homologie avec un autre ligand d’EGFR, I’amphiréguline. Il a
été propos€¢ que la localisation nucléaire de I’amphiréguline soit un régulateur de la
prolifération indépendant d’EGFR (Nylander et al., 1998). EGFR est lui-méme capable de se
rendre au noyau et on peut supposer que le proHBEGF nucléaire puisse interagir avec lui.
Une autre alternative est que le proHBEGF interagisse avec d’autres partenaires pour
accomplir ses effets fonctionnels L’amphiréguline est capable de se lier directement a I’ADN

ce qui suggere que ces facteurs peuvent jouer un role dans la régulation de génes directement
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au niveau transcriptionnel (Modrell et al., 1992). La partie C-terminale du HBEGF est capable
de subir une translocation au noyau ou il induit I’export nucléaire du répresseur
transcriptionnel PLZF. PLZF est un répresseur transcriptionnel séquence-spécifique et
inhibiteur de la progression dans le cycle cellulaire. Il achéve ses effets grace a un domaine a
doigt de zinc sur les promoteurs de genes tels que la cycline A. Son export du noyau empéche
son action inhibitrice et promeut la progression dans le cycle (Nanba et al., 2003). HBEGF-
CTF agit aussi sur un autre répresseur de la transcription, BCL6, qu’il inhibe en induisant sa

dégradation (Kinugasa et al., 2007).

Une cible potentielle du HBEGF pourrait étre la survivine. En effet, lorsque le
HBEGF est invalidé, le TMZ entraine une diminution de la survivine dans la lignée U251. Par
ailleurs la lignée U251R présente une augmentation de son niveau basal de survivine et de
HBEGF comparativement a la lignée d’origine. La survivine est une petite protéine qui
possede un double rdle, I’'un dans la régulation du cycle cellulaire et de la réparation des
dommages de I’ADN et I’autre dans la régulation de la mort. Ces fonctions essentielles aux
cellules cancéreuses conférent a la survivine de multiples propriétés oncogéniques. Le fait que
p53 soit muté dans la lignée U251 peut étre une explication a sa dérégulation. D’autre part, la
survivine est induite par de nombreuses voies de signalisation (STAT-3, PI3K, NFxB). La
survivine est un régulateur important de la mitose et intervient aussi dans la transition G1/S
qu’elle est capable de forcer en cas de dérégulation. La survivine est capable d’inhiber les
caspases de facon indirecte notamment en favorisant 1’activité anti-apoptotique de XIAP.
Enfin la survivine pourrait réguler les processus de réparation de I’ADN et participer ainsi a la
survie. La survivine stimule la réparation des cassures double brin via une interaction directe
avec DNA-PK (Roos and Kaina, 2013). Au cours de I’acquisition de la résistance dans la
lignée U251R la survivine peut donc jouer un role fondamental dans le blocage de 1’apoptose

et la stimulation de la réparation.

3.3 Quelle estlarelation entre I'apparition des dommages

double brin et le HBEGF ?

Il existe un parallele entre I’expression du HBEGF et ’apparition des foci yH2AX
dans les lignées U251 et U87. yH2AX n’est pas activée dans les lignées LN18 et U251R, ce
qui est logique car elles expriment la MGMT qui répare les méthylations avant que celles-ci
ne causent des dommages double brin de I’ADN. Ces deux lignées sont toutefois sensibles a

I’irradiation tout comme la lignee U251. Seule la lignée U87 présente une résistance a la fois
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au TMZ et a I'irradiation. La lignée U87 posséde un p5S3 sauvage, ce qui suggere qu’elle
devrait étre capable de déclencher les voies apoptotiques en réponse aux lésions de I’ADN. Il
a récemment été montré que 1’extinction de p53 sauvage dans la lignée U87 n’a aucun effet
sur sa chimiorésistance (Wang et al., 2012). On peut donc supposer que p53 n’est pas
essentiel a la signalisation des dommages de I’ADN dans lignée U87. Dans cette méme étude,
que I’extinction de p53 dans des lignées de GBM mutées pour cette protéine diminue
I’expression de MGMT et sensibilise les cellules au TMZ. 1l existerait donc une relation entre
p53 muté et I’expression de MGMT que 1’on pourrait vérifier dans notre modéle en regardant

I’impact de I’invalidation du p53 muté de la lignée U251R sur I’expression de MGMT.

L’inhibition de DNA-PKcs par le NU7026 augmente la cytotoxicité du TMZ dans la
lignée UB7 et non dans la lignée U251. L’activit¢é de DNA-PKcs peut étre directement
stimulée par une translocation nucléaire d’EGFR (Brand et al., 2013). La lignée U87
exprimant fortement I’EGFR pourrait donc s’appuyer sur cette signalisation nucléaire pour
réparer efficacement les cassures induites par le TMZ. La DNA-PK est de la méme famille
qu’ATM et ATR mais n’a pas de role décisionnel sur le devenir de la cellule (réparation,
déclenchement de 1’apoptose, activation du point de contréle). DNA-PK régule la NHEJ qui
est une voie de réparation des cassures double brin plus rapide que la recombinaison
homologue. L’utilisation préférenticlle de cette voie de réparation par la lignée U7
expliquerait pourquoi, a dose équivalente de TMZ, elle présente moins de dommages double
brin que la lignée U251 bien qu’elle n’exprime pas la MGMT. Nous n’avons pas observé de
dégradation de Mcl-1 dans la lignée U87 traitée au TMZ. 1l serait intéressant de regarder si un
co-traitement au NU7026 et au TMZ induit une dégradation de Mcl-1. En effet la lignée U87
présente déja une surexpression du HBEGF en réponse au TMZ qui est moindre que celle
observée dans la lignée U251. Une surexpression du HBEGF pourrait sensibiliser la lignée

U87 a I’induction de I’apoptose par le TMZ.

L’expression de la MGMT a elle seule confére une résistance au TMZ en prévenant
I’apparition des dommages a I’ADN dans la lignée U251. La saturation de I’enzyme MGMT
dans la lignée U251R induit une réapparition des foci yH2AX. Celle-ci est accompagnée
d’une surexpression du HBEGF ce qui établit encore une fois une corrélation entre la
signalisation des cassures double brins de I’ADN et I’expression du HBEGF. Le nombre de
foci yH2AX diminue progressivement dans les cellules U251 survivantes a 120h apreés
traitement au TMZ. Cela signifie que ces cellules ont réparé les dommages double brin induit
par le traitement. A 120h aprés traitement TMZ, les U251 invalidées pour le HBEGF
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présentent encore une activation de H2AX et on peut supposer qu’il existe donc un défaut de

réparation des dommages dans ces cellules.

Une expérience préliminaire nous montre qu’ATR est phosphorylé dés 48h dans la
lignée U251 traitée au TMZ, alors que dans la lignée U251-shHBEGF, ATR n’est
phosphorylé qu’a partir de 72h. L’implication du HBEGF dans la phosphorylation de cette
kinase reste un mystére et nous ne pouvons qu’établir des suppositions. La lignée U251
n’étant pas sensible a I’inhibition de DNA-PK, elle utilise donc un systéme de réparation plus
lent. Si le HBEGF est impliqué dans ’activation d’ATR, son extinction entrainerait un retard
dans la signalisation des dommages et dans I’activation de yH2AX, ce qui in fine retarde la
réparation. Le HEBGF régule la dégradation de Mcl-1 or Mcl-1 est aussi impliqué dans la
réponse précoce aux dommages de I’ADN (Zhan et al., 1997). Il est en effet augmenté
préférentiellement dans les cellules sensibles aux dommages de I’ADN et ce de maniére
indépendante de p53. 1l a été aussi été montré qu’une forme nucléaire de Mcl-1 interviendrait
dans la phosphorylation de Chkl par ATR, or Chk1 est responsable de la phosphorylation de
H2AX (Jamil et al., 2008). L’effet du HBEGF passe par son interaction avec BAG-1 qui a son
tour régule le niveau protéique de la déubiquitinase USP9X. Il est possible que d’autres
membres de la famille des ubiquitine ligases puissent étre régulés par BAG-1. De maniere
intéressante il a récemment ét¢é montré que l’ubiquitine ligase RNF8 ¢était essentielle au
recrutement des protéeines de réparation 53BP1 et BRCA1/BARDL1 au site de phosphorylation
de yH2AX (Kolas et al., 2007; Mailand et al., 2007). De plus, le recrutement de MCPH1 par
yH2AX permet un contrdle du checkpoint du cycle cellulaire via une interaction avec ATR et
ATM (Alderton et al., 2006; Wood et al., 2007). L’absence du HBEGF et une diminution de
I’activit¢ de BAG-1 provoquerait donc un défaut de recrutement de ces protéines de
réparation ainsi qu’un défaut de phosphorylation d’ATR. Ainsi ce modele hypothétique
expliquerait a la fois, le défaut de réparation et de phosphorylation d’ATR observés dans la
lignée U251.
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4 Conclusion générale

Le TMZ reste pour le moment la meilleure option thérapeutique dans le traitement des
GBMs. Les résurgences sont inévitables méme chez les patients traités par radio- et
chimiothérapie. Nos résultats montrent que 1’expression de I’enzyme MGMT est un élément
primordial dans la résistance au TMZ. Cette étude a aussi montré 1I’importance de 1’axe Mcl-
1/Bak dans I’apoptose induite par le TMZ. Elle a pu mettre en évidence I’implication du
HBEGF dans la régulation de la dégradation de Mcl-1. L’identification de ces mécanismes
moléculaires apporte donc de nouvelles pistes de réflexion pour 1’amélioration de 1’efficacité
du TMZ. Elle ouvre aussi de nombreuses questions quant au réle du HBEGF en réponse au

traitement.

Les relations entre la signalisation des dommages de I’ADN et la surexpression du
HBEGF sont encore a élucider. Dans notre modéle le HBEGF pourrait servir de pont entre la
signalisation des dommages et 1’induction de 1’apoptose. Outre ce role particulier du HBEGF,
qui se déroule indépendamment de son récepteur, ’EGFR a sans doute en parall¢le une

importance capitale dans les mécanismes de résistance et de tumorigenese.

L’échec des inhibiteurs d’EGFR dans le GBM montre que malgré son intérét
indiscutable en tant que cible thérapeutique, de nombreux efforts restent a faire pour aboutir a

une thérapie ciblée efficace.
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Résumé

Le glioblastome multiforme (GBM) est une tumeur cérébrale hautement réfractaire au traitement. Ces dernieres
années |’utilisation du témozolomide (TMZ), un agent alkylant, couplé a la radiothérapie a permis d’augmenter la survie des
patients mais celle-ci reste en moyenne inférieure a un an. Au cours de cette theése, nous nous sommes intéressés dans un
premier temps au réle des protéines pro-apoptotiques Bax et Bak dans 1’apoptose induite par le TMZ. Nous avons pu mettre
en évidence un rdle proéminent de 1’axe Mcl-1/Bak dans I’induction de 1’apoptose en réponse au TMZ.

Le récepteur a tyrosine kinase EGFR est impliqué dans 1’oncogenése des GBMs primaires (35-45% d’amplification)
mais aussi dans la résistance au traitement. Dans un second temps nous avons donc analysé 1’expression de ligands d’EGFR et
mis en évidence une surexpression du HBEGF en réponse au TMZ dans deux lignées n’exprimant pas 1’enzyme de réparation
MGMT principal facteur de résistance au TMZ. Contre-intuitivement le HBEGF n’a pas de rdle dans la résistance mais s’est
révélé étre impliqué dans la dégradation de Mcl-1 induite par le TMZ. Ce rdle est indépendant de I’activité de ’EGFR. Nos
résultats suggérent I’implication de la protéine cochaperonne BAG-1 et de la déubiquitinase USP9X dans ce mécanisme.

Globalement, nos résultats identifient Bak comme 1’inducteur principal de I’apoptose aprés un traitement par le
TMZ, proposent un nouveau mécanisme de dégradation de Mcl-1 et mettent en avant un réle du HBEGF dans la réponse au
traitement indépendamment de son récepteur EGFR. De plus, ils identifient BAG-1 comme partenaire privilégié du HBEGF et

I’implique dans la régulation de Mcl-1 par sa déubiquitinase USP9X.

Mots-clés : glioblastome, témozolomide, apoptose, Mcl-1, HBEGF

Abstract

Glioblastoma multiforme (GBM) is a cerebral tumor highly refractory to treatment. Over the past years the akylating
agent temozolomide (TMZ) associated with radiotherapy has improved the survival of patients but overall survival is still
inferior to one year. During this thesis, we first examine the role of pro-apoptotic proteins Bax and Bak in TMZ-induced
apoptosis and highlighted the major role of Mcl-1/Bak axis in TMZ mediated apoptosis.

The tyrosine kinase receptor EGFR is implicated in primary GBMs oncogenesis (35-45% of amplification) and in
resistance to treatment. Then we analyzed expression of EGFR ligands and founded an up-regulation of HBEGF in response
to TMZ in two cell lines without expression of the repair enzyme MGMT the main resistance factor to TMZ. Counter-
intuitively HBEGF is not involved in resistance but in TMZ-induced Mcl-1 degradation. This role is independent of EGFR
activity. Implication of HBEGF in Mcl-1 degradation has no effect on caspases activity after TMZ treatment. Among the few
known intracellular partners of HBEGF the chaperone protein BAG-1 is implicated in Mcl-1 expression maintenance. Indeed
BAG-1 regulates Mcl-1 through its deubiquitinase USP9X. TMZ enable HBEGF/BAG-1 interactions and disable
USP9X/Mcl-1 interactions.

Our results then identify Bak as the main apoptosis inducer in response to TMZ, propose a new mechanism for the
induced degradation of Mcl-1 and highlight a new role of HBEGF independently of its receptor EGFR. Moreover they
identify BAG-1 as a favored partner of HBEGF and implicate it in Mcl-1 regulation via its deubiquitinase USP9X.

Keywords : glioblastoma, temozolomide, apoptosis, Mcl-1, HBEGF
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