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Titre : La calpaine-6 identifie et maintient la population de cellules souche des
sarcomes osseux en contrdlant les processus d’autophagie et de sénescence.

Résumé : Les cellules souche cancéreuses contribuent au développement des sarcomes,
mais le manque de marqueurs spécifiques empéche leur caractérisation et la possibilité de
cibler ce type de cellules. Nous avons utilisé la séquence régulatrice de la calpaine-6 dans
des systemes rapporteurs pour identifier les cellules exprimant la calpaine-6. Ces cellules
étaient des cellules initiatrices de tumeurs et se comportaient comme des cellules souche,
au sommet de la hiérarchie cellulaire. L'expression de la calpaine-6 dépend d’un programme
génique de cellules souche qui implique Oct4, Nanog et Sox2 et est activée par I'hypoxie.
L’inhibition de la calpaine-6 a bloqué le développement tumoral et a induit la diminution du
nombre de cellules souche cancéreuses dans les sarcomes osseux. L'expression de la
calpaine-6 était inversement corrélée a I'expression de marqueurs de sénescence mais était
associé a un flux autophagique dynamique. L'inhibition de la calpaine-6 a induit I'entrée des
cellules en sénescence et a supprimé le flux autophagique. Nos résultats révelent que le
calpaine-6 identifie les cellules souche des sarcomes et joue un role important dans le
maintien des cellules souche cancéreuses en controlant les processus d’autophagie et de
sénescence. La calpaine-6 semble étre une cible thérapeutique prometteuse pour éradiquer
les cellules souche dans les sarcomes.

Mots Clefs : Calpaine-6, Sarcomes osseux, Cellules souche cancéreuses, autophagie,
sénescence

Title: Calpain-6 controls the fate of sarcoma stem cells by promoting autophagy
and preventing senescence.

Abstract: Cancer stem cells contribute to sarcoma development, but lack of specific
markers prevents their characterization and the possibility of targeting. We used the
regulatory sequence of calpain-6 in reporter constructions to identify calpain-6—expressing
cells. These cells were tumor-initiating cells and behaved like stem cells at the apex of the
cellular hierarchy. Calpain-6 expression depended on the stem-cell transcription network
that involves Oct4, Nanog, and Sox2 and was activated by hypoxia. Calpain-6 knockdown
blocked tumor development and induced depletion of sarcoma stem cells. Calpain-6 was
inversely associated with expression of senescence markers but was associated with a
dynamic autophagy flux. Calpain-6 knockdown induced cell entry into senescence and
suppressed autophagy flux. Our results reveal that calpain-6 identifies sarcoma stem-cell and
plays an important role as a regulator of cancer cell fate driving a switch between autophagy
and senescence. Calpain-6 may be a promising therapeutic target to eradicate sarcoma stem
cells.

Keywords: Calpain-6, Bone sarcoma, Cancer stem cells, autophagy, senescence



ANDRIQUE Caroline-Thése de Doctorat-2017

« Choisissez un travail que vous aimez et vous n’aurez pas a travailler un seul

jour de votre vie »

Confucius



ANDRIQUE Caroline-Thése de Doctorat-2017

Remerciements

Tout d’abord, je souhaite remercier le Professeur Martine Cohen-Solal de m’avoir
accueillie au sein de son laboratoire durant ces 4 dernieres années. Vous m’avez permis de

découvrir le monde de la recherche.

Je tiens particulierement a remercier le Docteur Dominique Modrowski, pour avoir
dirigé ma these. Merci de m’avoir permis de participer a des congres scientifiques, et merci
de m’avoir formée techniquement. Merci pour tout, ton soutien, tes conseils et tes idées.
Merci de m’avoir appris a prendre confiance en moi. J'espére que tu garderas un bon

souvenir de moi et qu’on continuera a échanger.

Je remercie le Professeur Philippe ANRACT pour avoir accepté d’étre le président du

jury de ma these.

Je remercie les docteurs Franck Tirode et Daniel Bouvard pour avoir accepté d’étre

mes rapporteurs et d’avoir pris le temps d’étudier ma thése.

Je tiens a remercier le Professeur Karim Boumediene et le Docteur Béatrice

Romagnolo pour avoir bien voulu étre les examinateurs de ma these.

Je remercie tous les membres du laboratoire pour leur aide au cours de ma these.
Merci Caro, d’avoir su me conseiller en histo, et d’avoir été une oreille attentive. Merci Nath,
pour la gestion « presque parfaite » de nos commandes et pour les pauses antillaises. Merci
Jacqueline, d’avoir toujours sous la main ce dont on a besoin. Merci Agnes pour ta bonne
humeur et tes conseils en statistiques. Merci Eric, d’étre toujours disponible et pour les

conseils. Merci Sylvain pour tes conseils et ton aide technique.

Merci a tous les étudiants présents au cours de ces 4 dernieres années et pour les

bons moments passés ensemble.

Yohan, Magali, Morgane, merci de m’avoir supporté, vous étes devenus plus que des
collégues. Merci d’avoir toujours été la pour m’entendre raler et de m’avoir aidé, soutenu et
de m’avoir parfois changé les idées. Et vive la Bodega (...) Vous allez me manquer, mais on ne

se perd pas de vue.



ANDRIQUE Caroline-Thése de Doctorat-2017

Myléne, tu vas me manquer. Mon bindme, de pause, de sorties détentes, de tout en
fait. Nos fous rires, nos doutes, nos moments de déprime... Je serais toujours la pour toi. On
ne sera plus tous les jours ensemble, mais I'amitié, c’est mieux que d’étre de simples

collégues de travail. <3

Merci a mes parents et ma soeur de m’avoir soutenu dans ces études qui n’en

finissaient plus. Je vous aime.

Guillaume, on en a fait des choses ensemble, tu m’a toujours soutenu dans mes
projets, la réserve, la these... On a déménagé deux fois en trois ans, on construit notre vie et

une nouvelle page s’écrit... Merci pour tout, merci d’étre toi. Je t'aime.



ANDRIQUE Caroline-Thése de Doctorat-2017

Table des matieres

REMEICIEMENTS ..oiiiiiiiiiiiii e s aa e s 4
Table des ilTUSTIAtiONS .....coiveiiieeee e e e e 10
Lo INErOAUCTION .. et ettt et e s ae e s eaneesneees 14
[.1. LES SArCOMES OSSEUX.ceiiiiiiiurrriiiieeiiiiiiiiiteteee ittt etre e e s ssiarse st e e s s s sssbrassresssssessnrrasseees 14
00 O D =3 4T T o o T O SO P PO PPORPPORUPPTO 14
[.1.2. LeS OSTEOSAICOMES ....eeeeeiuiieiieeiieeniee et et e siee s e e ssee s sr e e s e sareesneesneeeseesnnesnneenneesanens 16
1.1.3. LeS ChONAIrOSArCOMES ....cooiiiiiiieiitie ettt st 18
[.1.4. Le SarcoOmMeE ' EWING ...ccooveiiiiirieeieecciireeeee e eeireee e e e e eeeeeeeensbaeeeeseessesessssseseeesensenssnen 19
[.1.5 LeS traite@mMENTS ...oeiiiiiiiiiieiie et 20
[.1.5.1 Chimiothérapies conventionnelles.........ocuiviiriiieeiniiiie e 20

1.1.5.2. RAIOtNEIrapi . .ureeeeeiiiiciiiieiie ettt e e e e e e abrr e e e e e e e sennabbaeeeeeeesenans 21
[.1.5.3. NOUVEIIES therapiEs...ccceuiieiieiiiieeciiec ettt e e s 21

[.1.6. OFigIiNE CRIUIAIMNE vuvvviiiiieetiteieee et e e e e eabraer e e e e e e sensaarens 22
[.1.6.1. Origine des OSTEOSArCOMES ......uiiiiriuriieiiiiiee e ettt e e riee e srre e e e ssare e e s sbaeeeesaees 22

1.1.6.2. Origine des ChoNdroSarCOMES........cccuveeeeeeeiiiiiirireeeeeeeeiirrere e e e e e eeesnnreereeee s 24

1.1.6.3. Origine des sarcomes d'EWINEG ......cccuveeiiriiieeiniieeeeriiiee e e e saee e 24

0 A 8 o (o =4 =TSRSS PP PPPPPRRN 26
[.1.8. AILErations SENIGUES ....cccvcuuiiiiiiiiieeiriitee sttt e sttt e e e s sre e e s ssbae e e ssbaeeessssaaeessnaseeeesnns 26
1.1.9. Role de I'environnement tUMOral........ccooviiiiiiieniiee e 28

[.2. Cellules SOUChE CANCETBUSES .......oovveeriirieeiie ettt 31
[.2.1. Concept de cellule SOUChE CANCEIEUSE ........uevvviiiiiiiiiiiee et 31
1.2.2. Caractéristiques des cellules souche CanNCEreuUSES .........ccccuvveeereeeeiiciireeeeee e, 33
[.2.2.1. Marqueurs Membranaires .......ccceeecuviieiiiiiee e esiiee e e see e s e e s sbaeeessaees 35

1.2.2.2. Marqueurs MEtabOlIGUES..........ouiviiiieeieee ettt e e e eesenarrrereeeeeeas 36



ANDRIQUE Caroline-Thése de Doctorat-2017

[.2.2.2.0. ALDHT .ot 37
1.2.2.2.2. CyCle de KIEDS ..ueeieiieiiee ettt et e e 37
1.2.2.2.3. DELOXITICAtION ..ot s 39

[.2.2. 2.8, HYPOXI@ ... eieiteeiee ettt ettt et sttt st e et sae e sate e beesaeesabeesbeesateeneen 40

1.2.2.3. SigNAliSAtiON T CSC ..iiiiiiiiieieiiee ettt e e s abae e e saaaees 40
1.2.2.3.1. Signalisation NOTCH.....ccuvveiiiiiiiiieee e 41
1.2.2.3.2. Signalisation HEAGEHOG.........uvviiiiiiiiiiiiee et 42

1.2.2.4. REZUIAtioN EPIZENELIQUE ..uvveviieiiiieireeeee ettt e e e ee e e e 43
1.2.3. Cellules souche et SarCOMES OSSEUX ......cevuurerruiiiriiiieiiiee ettt 47
[.2.3.1. ChONAIrOSArCOMES ....ccueieiiieiierireeiee sttt ettt et e s s et e e e sne e saneen e sneesaneas 47
1.2.3.2. SarCOMES A EWINE ..vviiiiiiiiieiiiiiee ettt e s srire e s sbae e e s s e e e e snbaee e saneeas 47
[.2.3.3. OSTEOSAICOMES ....ceiuieeiieeitietee st et ettt et et esee e st e e b e s e e e r e e sneeenneenneesanens 48

[.3. GENEralités sur 1€S CalPAiNEeS ....cocuiiiiiiiiiie e e e s 51
S Y o T U PP 51
B I W or=1 [ o - [ (< USSP 52
4.1, STPUCTUNE (ot e e e s s ber e e e e s se e e s s eanns 52
o q o] /=11 [0 o [P 53
[.4.3. REGUIAtION de I"eXPreSSION ..ciiiiiiiee ittt ettt e e e sira e e s saaaeeeeaes 57
R o o o ot o o | 59
[.4.4.1. Calpaine-6 et CytoSQUEIETEE ......ceviviiiiiiiiiie e 59
1.4.4.2 Calpaine-6 et différenciation cellul@ir@.......ccceevvvveeeiiiiiiiciiieeiec e, 60
[.4.4.3 Calpaine-6 1 tUMEBUIS......uiiiiiiiiiiciiee ettt e s s sabae e e s naeeas 61

(0] Y I=Tot ] 13 e [V IR 4 =1V 1| OO PPPURTRNE 66

Chapitre I: La calpaine-6 controle le destin des cellules souche cancéreuses dans les

sarcomes osseux en favorisant I'autophagie et en empéchant la sénescence ........ccceeceeennnens 69



ANDRIQUE Caroline-Thése de Doctorat-2017

Lo INEFOAUCTION. ..ot 69
[l RESUITATS ettt ettt e s bt e e s b e s st e s breeeseareesnaeenas 71
lll. Discussion et résultats COMpPIEMENTAIIES ......ccccuvrvreeieiiiiiiirreeeec e 72
[1l.1. Calpaine-6 et capacités tumorales des cellules de sarcome .........cccceeveveeeericiieennnns 72
[1.2. Fonctions de la calpaine-6 dans [€S CSC ........ccoviuiiiiiriiieiiniiiee e sieee e 80
I11.2.1. La calpaine-6 protége les cellules de la sénescence ......ccccvvveeeeieeieeicrnveeeneenenn. 82
[11.2.2. L'expression de la calpaine-6 est associée au flux autophagique..................... 83
Chapitre 2 : Régulation transcriptionnelle de la calpaing-6..........cccceevuvvvveeiieiiiiiiiveeneee e, 87
Lo INEFOAUCTION. ..t ettt st st esbe e s nnee e 87
[I. RESUItats €t diSCUSSION ....eeeiiiiiiiiieieeetee e 87
[1.1. Systeme rapporteur Calph-P......uuiii e 87

II.2. La calpaine-6 est une cible directe des facteurs HIF-1+ dans les cellules hypoxiques

II.3. La calpaine-6 est une cible directe de NF-KB........cccccevviiiiiiiiiiieiiieeeec e 92

II.3. L'expression de la calpaine-6 est controlée par les facteurs Oct4, Nanog et Sox2...95

R B 110l U Yo o DO PP PP RPP 101
| T ] o =T AV =TSRRIt 104
[I.1. Autophagie et développement MEtastatique ......cccueeeiriieiiiiriiiie e 104
I1.2. Inhibition des activités de la calpaine-6 a des fins thérapeutiques .........ccccvvveeeeerennnns 106
Liste des ADFEVIAtIONS ......viiiiiiiiie e 107
21 oY [ToT=4 =T o] a1 (=IO PUTTRRURP 109
ANNEXE L...oeiieiieieieetieteieiet ettt ettt ettt ettt e et saaasasassbeseteeetetet et e ee e et eeee et e et et ee e et e e ee snsasssanssssnnnnnnnnnnns 126
Liste des présentations des travaux de recherche........cccccveeiiviciiiveeeeeceicceeeee e 126
ANNEXE 2.ttt e e e e et e et e e e e s e et et e e e e e s rr e et e reeeee e e e s nrreeeeaeeean 127
Soumission de I'article au journal Cell Stem Cell .......cooviiiiiiiiiiii e, 127



ANDRIQUE Caroline-Thése de Doctorat-2017

REPONSE AES BUITEUIS...ceiiiiiiiciiieeiiee ettt e e e s ee e e e e e e saabbrereeeeeesennnnrens 127

4= L A =1 B =L A A=) TP PR 128



ANDRIQUE Caroline-Thése de Doctorat-2017

Table des illustrations

Figure 1 : INfographie, |€5 SArCOMES........ccccuriiiiiiee ettt e e e e aer e e e e e eeanraeeeees 14
Tableau 1 : les différents types de tUMEUrsS OSSEUSES ......ceeeeeeeieciviirieeeeeeeccirreeee e e e ee e enneeees 15
Figure 2 : Coloration Hématoxyline/éosine des trois types d’ostéosarcomes 16

Figure 3 : Incidence des ostéosarcomes selon I'age et le sexe des patients.......ccccccceeeunnneeeen. 17
Figure 4 : Taux de survie sur 5 ans de patients atteints d’un ostéosarcome..........cccceceevuveenn. 18

Figure 5 : Coloration Hématoxyline/éosine des trois différents grades de chondrosarcome. 19

Figure 6 : Coloration Hématoxyline/éosine de sarcome d’EWINg.......ccccvveveeveveeeeeiinveeeenivnenenn. 20
Figure 7 : Modele de développement de I'0Sté0Sarcome........cccocveeeirivieeeniiieee e eseee e 23
Figure 8 : Développement d’un chondrosarcome central.......ccccccevvveeeeeeiiiiiiinneeeeee e, 24
Figure 9 : Translocation EWS-FLI1 dans le sarcome d’EWINg .......cccceeevvciieeeiniiieeiniiieeesiieeeenns 27

Figure 10 : Contribution du microenvironnement tumorale dans la croissance tumorale et

T 03V K3 1o ] o PP 29

Figure 11 : Représentation du cercle vicieux qui s’établi entre les cellules tumorales et le

TESSU OSSEUX veeeeeetieitetetetet ettt ettt ittt teete et e et tesas s s ssb et st et et ettt et ettt e et ee et ettt eeeeeeeaeaessnssssnssssssnsnsnnnnes 30
Figure 12 : Modeles théoriques des cellules souches canCéreuses..........ccceevvvveeeeeeeeeccnreennn. 32
Figure 13 : Modele de développement hiérarchique d’'une tumeur........ccccoccvveeevriveeecniineeenn. 33
Figure 14 : Les principaux marqueurs de surfaces décrivent dans cancers fréquents............ 36
Figure 15 : Détournement du cycle de Krebs par les cellules souche cancéreuses................. 38

Figure 16 : Mise en évidence de la « side population » par l'inhibition des transporteurs de

L4 0TI A =T G SRRt 39

Figure 17 : Inhibition de la signalisation Notch impliquée dans le maintien des cellules souche

AN BT RUSES .. eeeeeteeeteseeeseeeeretesasaaesssesesseanassssesssesassssnasssessssseesssnnnnsssssssesessssseeessreesssnnessses 42

Figure 18: Schéma récapitulatif de la régulation épigénétique dans les cellules souche

embryonnaires et des cellules diffErenCiEes........ovveviiiiiicciiiieii e, 45

Figure 19 : Formation de spheéres a partir de cellules issues d’'un ostéosarcome primaire .... 49

10



ANDRIQUE Caroline-Thése de Doctorat-2017

Figure 20 : Immunohistochimie Nanog et Oct3/4 sur des cellules adhérentes ou des sphéres

obtenues a partir de biopsies de 5 0StEOSATCOMES .........cccvrveeeeeeeiiiiiirereeeeeeeenirrreeeseeeeeeeennnns 50
Figure 21: Structure des calpaines UbIQUItAIreS......ccoovvuviiiiiiiiei it 52

Figure 22 : Comparaison de la structure de la calpaine-6 avec une calpaine classique, la

(o | T 1 1= P PP TPPR 53
Figure 23: Expression de la calpaine-6 dans 50 tissus humains........cccccccovevvreeeeeieeiencnveeennnen. 54
Figure 24: Expression de la calpaine-6 chez 1a SOUTIS ......ccoocuviiiiiiieeeiniiiee e 55
Figure 25: Expression de la calpaine-6 chez I'nomme dans les bases de données.................. 56
Figure 26: Expression de la calpaine-6 dans des tissus humains apres la naissance............... 57

Figure 27: L'expression de la calpaine-6 dans la mandibule est dépendante de I'ET-1 chez la

(Yo 1 U1 o [Pt 58
Figure 28: L'expression de la calpaine-6 dépend de la voie PI3K/AKT.......ccccceevveeeeveeecreeeennnn. 59

Figure 29 : Effet de la surexpression de calpaine-6 dans les cellules au cours de la division

(1= | (81 = =TT r T PP TPRPRPPRRRRE 60

Figure 30: La calpaine-6: inhibiteur de la différenciation musculaire au cours du

développement et de la réparation tisSUlAIre........cccceeeeeieciiieiee e, 61
Figure 31: Immunohistochimie anti-calpaine-6 dans les cancers Utérins..........ccccceceeveennneenn. 62

Figure 32 : L’expression de la calpaine-6 est lié a la chimiorésistance des ostéosarcomes.... 63

Figure 33: La calpaine-6 joue un role protecteur dans les cellules d'ostéosarcomes ............. 64
Figure 34: Les cellules Calp6-P-GFP+ ont des capacités migratoires accrues.........cccceeeevuveennn. 73
Figure 35: Activité ALDH1 dans les cellules 143B......ccccvueiiiriiieiiiiiiiieeeniieeeesiieee s sveee e sveeee s 75
Figure 36: Expression de ABCB1 et ABCG2 dans les cellules 143B Calp6-P-GFP+ ................... 76
Figure 37: Side population et expression de la calpaing-6 .......ccocveeviiiiiieiniiieee e, 76
Figure 38: Les cellules Calp6-P-GFP+ sont au sommet de la hiérarchie cellulaire................... 78

Figure 39: Représentation schématique des deux modes de division d'une cellule souche .. 79

Figure 40: Les cellules Calp6-P-GFP+ se divisent asymétriquement.........cccoeevvveeereeeeerccnnnnnnn. 80



ANDRIQUE Caroline-Thése de Doctorat-2017

Figure 41: Systéme Double nickase CRISPR/CAST .....ccccuviiiiiiieieeeeieeee ettt eeerveeeeeaaeee s 81
Figure 42: Implication de la sénescence pendant la réparation tissulaire .........cccccceeveennnneenn. 82
Figure 43: Représentation schématique du processus de macro-autophagie..........cccceeuveeen. 84
Figure 44: Activité transactivatrice de la séquence régulatrice de la calpaine-6 .................... 89
Figure 45: Séquence régulatrice de la calpaine-6 (Calp6-P) .....cccceecuveerieeeiieecieecee e, 90
Figure 46: Liaison des facteurs HIF-1a a la séquence régulatrice de la calpaine-6 ................. 91

Figure 47: Effets de I'inhibition de HIF-1a sur l'induction de I'expression de la calpaine-6 par

03V o To) =TSP 92
Figure 48: Liaison des facteurs NF-kB a la séquence régulatrice de la calpaine-6................... 92
Figure 49: Liaison des facteurs NF-kB a la séquence régulatrice de la calpaine-6................... 93
Figure 50: L’hypoxie augmente la réponse a I'ET-1 dans les cellules 143B...........cccccveeevuneennn. 94

Figure 51: Régulation de la calpaine-6 par des éléments du microenvironnement des cellules

BUMOTAIES ettt ettt e et e e s bt e e st e e s bt eesbaeesabaesesabeeenabeesbaeesaneeenas 95
Figure 52: Régulation et autorégulation des facteurs de transcription Nanog, Oct4 et Sox2.96

Figure 53: Mode d’action des facteurs de cellule souche sur le promoteur du géne inhibiteur

de différenciation, (Id3) dans des cellules souche embryonnaires .........cccceeeeeveeeeecreeeeenneen. 97
Figure 54: Analyse par 3C de la séquence régulatrice de la calpaine-6.........cccceveveeeerecnnnnnenn. 98

Figure 55: Les facteurs Oct4, Sox2 et Nanog modulent la liaison de NFkB a la région

Promotrice de 12 CAlPATNE-6 .......uuviviiieeiiiiiieeee et e e e et e e e e e s sensrereeeeees 99
Figure 56: La surexpression d'Oct4, Sox2 et Nanog régule la signalisation NF-kB .................. 99
Figure 57: Schéma de 'organisation tumoral possible dans les sarcomes osseux................ 104

12



ANDRIQUE Caroline-Thése de Doctorat-2017

Introduction

13



ANDRIQUE Caroline-Thése de Doctorat-2017

I. Introduction

I.1. Les sarcomes osseux

I.1.1. Définition

Les sarcomes sont des tumeurs rares qui sont d’origine mésenchymateuse et qui
affectent les tissus conjonctifs. Au niveau mondial, les sarcomes représentent seulement 1%
de tous les types de cancer, mais 10 a 12% des cancers chez I'enfant et I'adolescent. (Figure
1) Ces tumeurs se déclinent en plus de 50 histotypes différents et 150 sous-types
moléculaires et le diagnostic ne peut s’établir qu’aprés une consultation pluridisciplinaire de
I'ensemble des données cliniques, radiologiques et anatomo-pathologiques parfois

accompagnées de données de biologie moléculaires. (www.infosarcomes.org)

1% 10-12%

de tous les cancers des cancers
de l'enfant et
de l'adolescent

ol 0,
; . 12-15% «* =" Lessarcomes
\ sont des sarcomes osseux N Nt peuvent se développer
85-88% . 0" surwimporte quelle
sont des sarcomes . ] partie du corps
" des tissus mous . .

{dont GIST et Desmoides)

+de 50

2 sous-types
f“ (WHO Classification)

Les sarcomes peuvent
survenir a n’importe quel dge

Figure 1 : Infographie, les sarcomes

Les sarcomes représentent 1% des cancers totaux au niveau mondial. Ce sont 10 a 12% des cancers
diagnostiqués chez I'enfant et I'adolescent. Les deux grands types de sarcomes se répartissent en
sarcomes osseux (12-15%) et sarcomes des tissus mous (85-88%). Les sarcomes se développent dans
n’importe quelle partie du corps et a n‘importe quel age. Il existe selon I'organisation mondiale de la
santé plus de 50 sous-types de sarcomes. D’aprés www.infosarcomes.org

La classification actuelle des sarcomes est une classification de [’organisation
mondiale de la santé datant de 2013. Celle-ci prend en compte les considérations
histologiques et moléculaires des différents types de sarcomes et distingue deux grands
types : les sarcomes des tissus mous et les sarcomes osseux. Nous nous intéresserons plus
particulierement a ce dernier type de sarcome qui est lui-méme divisé en 9 sous types

distincts (tableau 1), (www.infosarcomes.org) (Taran et al.,, 2017). Une étude du National
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Cancer Institute’s Surveillance, Epidemiology, and End Results (SEER, USA) portant sur 3482
cas de sarcomes osseux diagnostiqués entre 1973 et 2004, donne une vue assez détaillée de
I'incidence de ces tumeurs. Elle montre notamment que dans la tranche d’age la plus jeune
(0-24 ans), I'ostéosarcome est la tumeur osseuse la plus fréqguente (55%), suivi par le

sarcome d’Ewing (36%). Les chondrosarcomes sont les deuxiémes sarcomes osseux les plus

fréquents mais ils surviennent plus tard chez des patients entre 30 et 50 ans.

Aspects histologiques des
cellules et de la matrice Tumeur Localisation Fréquence d'apparition
tumorale
Formation de substance osseuse , Métaphyse des
Ostéosarcomes pny . 35%
par les cellules tumorales os longs, pelvis
. . Pelvis,
Formation de cartilage et sans extrémités
formation primitive de Chondrosarcomes . 26%
proximales des
substance osseuse
os longs
Petites cellules rondes Sarcome d'Ewing Os longs 16%
Chorde embryonnaire Chordome Vertébres 8%
Genou, fémur
distale, tibia
Histiocytofibrome malin | proximal, os du
Les cellules tumorales forment
. tronc et du 6%
des fibres .
pelvis
. Métaphyse des
Fibrosarcome phy
os longs
Cellules monocluéées et cellules
éantes de types Sarcome a cellules sacrum,
, § . . . , extrémités des 5%
ostéoclastiques uniformément géantes
. . os longs
réparties
Cellules fusiformes dérivées d'os
R . Autour du
qui s'organisent comme un Léiomyosarcome des 0s enou 4%
muscle lisse &
Vertebres, os
Hémangiome du crane et de
la face, os longs
Cellules d'aspect endothélial 2%
Angiosarcome Tous les os
i i 5fini . Os longs et
Type histologique non défini Kyste aneurismale osseux N & 1%
vertebres

Tableau 1 : les différents types de tumeurs osseuses

Ce tableau reprend les 9 différents types de tumeurs osseuses selon la classification de I'organisation
mondiale de la santé datant de 2002 et mis a jour en 2013. Les différents types de tumeurs sont
déterminés selon le type histologique des cellules et de la matrice qui les compose. D’aprés Fletcher
et al., 2002
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I.1.2. Les Ostéosarcomes

Les ostéosarcomes sont définis comme étant des tumeurs primaires intra médullaires
de haut grade, contenant des cellules qui produisent une matrice ostéoide. (Fletcher et al.,
2002) . Les ostéosarcomes se développent préférentiellement dans les os longs, tels que le
tibia, le fémur ou I’humérus. Il existe quelques cas de développement dans le crane, le pelvis
et la machoire. Les cellules des ostéosarcomes peuvent étre fusiformes, ovoides, rondes,
mono ou multi nucléées, petites ou géantes. Les tumeurs sont souvent tres hétérogénes et
contiennent deux ou trois formes de cellules. Les ostéosarcomes sont caractérisés par la
production d’une matrice extracellulaire qui apparait dense et colorée en rose par la
coloration hématoxyline/éosine ce qui indique qu’elle est composée principalement de
collagéne. Le type d’ostéosarcome est déterminé selon la composition protéique de la
matrice on distingue trois types d’ostéosarcome selon les protéines dominantes, les
ostéosarcomes ostéoblastiques, les ostéosarcomes chondroblastiques et les ostéosarcomes

fibroblastiques. (Fletcher et al., 2002) (Figure 2)

Figure 2 : Coloration Hématoxyline/éosine des trois types d’ostéosarcomes
(A) Ostéosarcome ostéoblastique,
(B) Ostéosarcome chondroblastiques,
(C) Ostéosarcome fibroblastique. D’aprés photos de l'association francaise des internes et
assistants de pathologies

L'incidence des ostéosarcomes est de 4,4 cas pour 1 million de personnes agées de 0-24
ans au niveau mondial. L’ostéosarcome se développent plus chez les garcons que chez les
filles (ratio garcon/fille=1,34). Cependant le développement semble plus précoce chez les

filles (12ans) que chez les garcons (16ans). (Figure 3)
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Figure 3 : Incidence des ostéosarcomes selon I’age et le sexe des patients
Ces courbes représentent I'incidence de I'ostéosarcome entre 1975 et 2004 au niveau mondial.
D’aprés Mirabello L et coll. 2009

Au diagnostic 15-20% des patients présentent des métastases pulmonaires et 40% en
développent a des stades plus tardifs de la maladie. (Taran et al., 2017) Les poumons sont les
sites les plus fréquents d’apparition des métastases qui restent la principale cause de
mortalité chez les patients. Un an apres le diagnostic, le taux de survie des patients avec une
maladie localisée est de 90% et ce taux est fortement diminué (70%) lorsque les patients
développent des métastases. Aprés 5 ans le taux de survie est de 60% dans le cas d’une

tumeur localisée et de 20% en présence de métastases. (Figure 4)
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Figure 4 : Taux de survie sur 5 ans de patients atteints d’un ostéosarcome
Ces courbes représentent le taux de patients entre 0 et 24 ans survivant au cours des 60 mois suivant
le diagnostic selon le type de tumeur (localisée, métastatique). D’apres Mirabello L et coll. 2009

1.1.3. Les chondrosarcomes

Les chondrosarcomes se définissent comme étant des tumeurs du cartilage hyalin
dans lesquels la matrice a un aspect myxoide et dans lesquels peut survenir des ossifications
ou des calcifications. Le terme chondrosarcome est utilisé pour désigner des tumeurs
malignes hétérogénes au niveau histologique. On peut définir deux sous types de
chondrosarcomes, les chondrosarcomes primaires et les chondrosarcomes périostiques.
(Fletcher et al., 2002) La majorité de ces tumeurs prolifére lentement et forme rarement de
métastases. (Jamil et al., 2010) Elles sont le plus fréquemment retrouvées dans le pelvis, la
partie proximale du fémur et de ’humérus ou dans la partie distale du fémur, ainsi que dans
les cotes. On distingue trois niveaux de malignité dans les chondrosarcomes, définis par les
changements histologiques dus a I’évolution de la tumeur. Le grade |, est caractérisé par une
cellularité faible avec des cellules ressemblant a des chondrocytes avec des noyaux
hyperchromatiques et de rares fois binucléées. Le grade Il, est caractérisé par une cellularité
plus abondante, des noyaux toujours hyperchromatiques et plus gros. Le grade Il est lui
caractérisé de la méme facon que le grade Il, mais des mitoses sont facilement détectables.
Des tumeurs des trois grades peuvent générer des nodules cartilagineux dans la moelle
osseuse, et les tumeurs peuvent s’infiltrer dans I'os et englober des travées osseuses saines.

(Figure 5)
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Figure 5 : Coloration Hématoxyline/éosine des trois différents grades de chondrosarcome
(A) Chondrosarcome de grade |, peu de cellules, matrice ayant un aspect de cartilagineux,
(B) Chondrosarcome de grade I, cellularité abondante, matrice avec un aspect cartilagineux,
(C) Chondrosarcome de grade lll, cellularité abondante, noyaux hyperchromatiques. D’apres
Fletcher et coll., 2002

Les chondrosarcomes représentent la deuxieme tumeur osseuse la plus fréquente (20-
27% de toutes les tumeurs osseuses primaires et malignes). Les patients ont le plus souvent

entre 30 et 60 ans. (Gelderblom et al., 2016)

Aux Etats Unis, le taux de survie a 5 ans des patients atteints de chondrosarcomes de
stade Il ou lll est de 53%, et il existe un fort taux de récidives. Ces récidives sont la plupart du

temps d’un stade plus élevé que la tumeur primaire. (Fletcher et al., 2002)

I.1.4. Le sarcome d’Ewing

Le sarcome d’Ewing est défini comme étant une tumeur a petites cellules rondes
montrant différents degrés de différenciation. Ces cellules sont prises dans un stroma épars.
Sur le plan histologique, les cellules sont de petite taille, avec de petits noyaux. Le
cytoplasme des cellules peut contenir des agrégats de glycogéne. (Fletcher et al., 2002)
(Figure 6) Tout comme |'ostéosarcome, cette tumeur est plus fréquente chez les garcons et il
se développe essentiellement dans la diaphyse des os longs mais aussi au niveau du pelvis.
Environ 15% des sarcomes apparentés a des sarcomes d’Ewing se développent dans des sites

extra osseux. (Balamuth et al., 2010; Riggi & Stamenkovic, 2007)
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Figure 6 : Coloration Hématoxyline/éosine de sarcome d’Ewing
Ces deux colorations hématoxyline/éosine mettent en évidence la forme ronde et petite des cellules
composant les sarcomes d’Ewing et le stroma peut présent. D’apres Fletcher et coll., 2002

Entre 1973 et 2004 l'incidence était de 2,93 cas pour un million de personnes aux
Etats Unis. Cette incidence est estimée a 3,260 cas pour un million en 2017 d’aprées

I’American National Cancer Institute.

Toujours d’apres I’American National Cancer Institute, la chance de survie a 5 ans des
patients présentant une tumeur localisée est de 67,7% en 2017. Mais tout comme
I’ostéosarcome, ce taux chute aux alentours de 20-25% lorsque les patients présentent des
métastases. (Taran et al., 2017) Le sarcome d’Ewing, tout comme I'ostéosarcome, métastase

le plus souvent dans les poumons.
1.1.5 Les traitements

I.1.5.1 Chimiothérapies conventionnelles

Les sarcomes osseux sont traités par une chimiothérapie néo adjuvante qui a pour
but de réduire la taille de la tumeur avant la résection chirurgicale. Les patients recoivent
ensuite une seconde chimiothérapie selon la réponse au premier traitement. Actuellement,
les principaux agents de chimiothérapie sont la doxorubicine et lifosmamide, le

métothrexate et la cisplatine, en mono thérapie ou en thérapie combinée.

La doxorubicine permet une inhibition de I’ADN polymérase et de la topoisomérase Il,
et peut également induire des dommages a I’ADN en générant des radicaux libres. (Borst et
al., 2000) L'ifosfamide quant a lui se lie directement a I’ADN, entrainant une inhibition de la
transcription et de la réplication de I’ADN, ce qui conduit a I'apoptose. D’autres traitements
tels que la cisplatine et le métothrexate sont également utilisés. La cisplatine agit comme

I'ifosfamide en se fixant a I’ADN et en inhibant sa réplication et sa transcription, le
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métothrexate quant a lui inhibe la synthése des folates impliqués eux-mémes dans la

synthese d’ADN. (Borst et al., 2000; Ifergan et al., 2003)

I.1.5.2. Radiothérapie

Les ostéosarcomes et les chondrosarcomes sont considérés comme des tumeurs
radiorésistantes, il y a donc trés peu d’études concernant la radiothérapie et ses effets.
Cependant, certaines études ont montré que la radiothérapie pouvait étre bénéfique dans
des cas de tumeurs résiduelles aprés résection. (Kager et al., 2010) Mais les doses utilisées
doivent étre élevées (80Grays) ce qui n’est pas possible pour I'ensemble des tumeurs qui se
trouvent trop proches d’axes vasculo-nerveux ne pouvant pas étre exposés a des doses si
fortes et selon le guide des procédures de radiothérapies externe francais de 2007, il existe
un risque de fracture osseuse au-dessus de 50 grays. Il existe également une radiothérapie
ciblée utilisant le Samarium-153-éthylenediamine tétra méthylene phosphonate, cependant,
a la suite de cette thérapie, il est souvent nécessaire d’effectuer une greffe de moelle
osseuse étant donnée la toxicité élevée de cet isotope radioactif. (Markiewicz et al., 2011)
Les sarcomes d’Ewing sont radiosensibles, et |la radiothérapie est utilisée en complément de
la chimiothérapie. Une étude récente comparant des patients ayant été opérés et traités par
radiothérapie ou des patients ayant recu uniqguement un traitement par radiothérapie
montre que la radiothérapie combinée a la résection augmente la survie sans récidives, mais

gue la radiothérapie seule n’est pas suffisante. (Miller et al., 2017)

1.1.5.3. Nouvelles thérapies

Ces dernieres années des stratégies innovantes de traitement ont été testées.
(Kansara et al.,, 2014) L'étude 0S2006 visait a étudier lI'impact du zolédronate, un
bisphosphonate, associé a la chimiothérapie et a la chirurgie. L'idée était de cibler les
interactions entre les cellules tumorales et le tissu osseux sain. Cette étude francaise,
réalisée par le groupe « sarcome francais » n’a pas montré d’amélioration de la survie a trois
ans sans rechute, ni de la survie globale des patients traités avec le zolédronate et la
chimiothérapie, comparés aux patients traités uniquement avec la chimiothérapie. (Piperno-

Neumann et al., 2016)

EURAMOS (groupe d’étude Américain et Européen sur |'ostéosarcome) a tenté de
déterminer si I'addition d’interféron IFN-x-2b a une thérapie postopératoire avec de la
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Doxorubicine, du Cisplatine et du métothrexate améliorait la survie des patients comparée a
une chimiothérapie cisplatine seule. Aucun bénéfice en termes de survie sans récidive ou de

survie globale aprés 6 ans n’a été démontré. (Bielack et al., 2015)

Des études pré- cliniques ont par ailleurs ciblé le Programmed Cell Death Ligand 1
(PDL1) qui est un facteur impliqué dans la suppression des effets cytotoxiques des
lymphocytes CD8. Jacson K. Shen et coll, ont montré une faible association entre le niveau
d’expression de PDL1 dans les tumeurs et la survie globale des patients, notamment, la
survie des patients ayant une tumeur n’exprimant pas ou peu PDL1 semble étre plus
importante. (Shen et al.,, 2015) Une étude clinique est actuellement en cours utilisant un
anti-PDL1 en France, c’est le protocole PEMBROSARC. Une seconde étude clinique Espagnole
et Italienne combinant le Nivolumab, un autre anti-PDL1 et le Sunitinib un inhibiteur de

tyrosine-kinase vient d’étre mise en place.

Malgré les progrés de la chirurgie et la mise en place de ces programmes de
chimiothérapies trés agressives, le taux de survie et le nombre de patients développant des
métastases n’évoluent plus depuis des décennies. Il est donc crucial de continuer a explorer

la biologie des tumeurs osseuses pour envisager de nouveaux traitements.

I.1.6. Origine cellulaire

Pour comprendre les phases précoces de leur développement il serait notamment
important de déterminer quelle est I'origine cellulaire des différents sarcomes osseux. Si
I'origine la plus probable semble étre les cellules souche mésenchymateuses parce que ces
cellules peuvent donner tous les types cellulaires composant le squelette, les ostéoblastes,

les chondrocytes et les adipocytes, de nombreuses données contredisent cette théorie.

1.1.6.1. Origine des ostéosarcomes

Il est établi que la lignée ostéoblastique est issue de la différentiation des cellules
souche mésenchymateuses (Figure 7). Les différents facteurs impliqués et les promoteurs
controlant I'expression de ces facteurs au cours de ce processus ont été identifiés et cela a
permis d’établir différents modeles de souris dans lesquelles des mutations transformantes
ont été réalisées dans des populations cellulaires particulieres. Notamment, les génes p53

et/ou Rb ont été modifiés soit dans des cellules souche mésenchymateuses soit dans des
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cellules plus différenciées. Des études in vivo de xénogreffe ont montré que 60% des souris
chez lesquelles on a induit une mutation perte de fonction de p53 dans des cellules souche
mésenchymateuses grace en les croisant avec des souris prx1-CRE ont développé des
tumeurs osseuses avec un phénotype tres indifférencié (Lin et al.,, 2009). En utilisant des
doubles mutations p53 et Rb (souris Prx1-CRE — p53ﬂ/ﬂ et prﬂ/ﬂ) I'apparition de tumeurs
osseuses chute a 29%. Rubio et coll. ont utilisé des cellules souche mésenchymateuses
dérivées de la moelle osseuse induite dans la voie de différenciation ostéoblastique et
mutées pour p53 ou pRb et ont montré que ces cellules donnaient des tumeurs proches de
I'ostéosarcome (Rubio et al., 2013). Cela suggere que les cellules a I'origine de
I’ostéosarcome sont des cellules plus différenciées du type pré-ostéoblaste. Le modele de
genese de |'ostéosarcome est donc qu’une cellule pré-ostéoblastique avec perte de fonction
de p53 et pRb entraine le développement d’une tumeur de type ostéosarcomateuse.

(Mutsaers & Walkley, 2014) (Figure 7)

Ostéoblaste

mature
i —@&P—
Cellule souche Précurseur Pré-ostéoblaste
mésenchymateuse ostéoblastique ou
adipogénique

™M utations
P53 /Rb

Ostéosarcome

Figure 7 : Modele de développement de I'ostéosarcome

Ce modeéle propose que les cellules de type pré-ostéoblastes acquiérent des mutations telles que p53
ou pRb, ce qui entraine le développement d’'une tumeur de type ostéosarcomateuse. D’apres
Mutsaers, A et coll, 2014
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1.1.6.2. Origine des chondrosarcomes

L’origine cellulaire des chondrosarcomes résulte d’une transformation maligne des
cellules cartilagineuses pendant ['ossification endochondrale, mais les mécanismes

moléculaires menant a la tumeur sont étudiés depuis peu de temps.

Récemment, il a été mis en évidence que les chondrosarcomes primaires résultent de
la transformation de cellules chondrocytaires suite a une mutation du gene Hedgehog, ce qui
conduit a une tumeur bénigne chez I'enfant, puis a I'accumulation d’autres mutations telles
gue p53 au cours des années. Cette accumulation de mutation aboutie a une tumeur
maligne chez I'adulte. (Figure 8) Moins de 15% des chondrosarcomes conventionnels se
développent a la surface de I'os, résultant pour la plupart du temps, d’'une transformation
maligne a l'intérieur de la coiffe du cartilage, d’'un ostéochondrome préexistant, on parle
donc de chondrosarcomes secondaires périphériques. Les chondrosarcomes secondaires
sont caractérisés par une forte perte d’hétérozygotie de la région 9p 12-22. Une tres faible
minorité de chondrosarcomes (moins de 1%) se développent a la surface de I'os, peuvent
étre d’origine périostale. On parle de chondrosarcome périostal. (Gelderblom et al., 2016)

Mais dans tous les cas, il s’agit de cellules chondrocytaires malignes.

Chondrosarcome central

B
. " I:h | " -
Mutation de qup‘ Mutation de p53
’ Hedgehog, 5 5_‘ 2
)| Perte d’hétérozygotie ep‘ﬁ'
CDKN2A i
Tumeur bénigne Tumeur maligne

{enfant) {adulte)

Figure 8 : Développement d’un chondrosarcome central

Transformation de cellules chondrocytaires suite a une mutation du géne Hedgehog et/ou une perte
d’hétérozygotie du géne CDKN2A (p16), ce qui conduit a une tumeur bénigne chez I'enfant, puis a
I'accumulation d’autres mutations telles que p53 au cours des années. Cette accumulation de
mutation aboutie a une tumeur maligne chez I'adulte. D’aprés Bovée et coll., 2010

1.1.6.3. Origine des sarcomes d’Ewing

L'aspect histologique des sarcomes d’Ewing a amené James Ewing a penser que les
cellules avaient une origine endothéliale. (Ewing, 1921). Depuis plusieurs autres hypothéses

ont été avancées, notamment les travaux de Lawlor et coll., (Lawlor et al., 1998) qui mettent

24



ANDRIQUE Caroline-Thése de Doctorat-2017

en évidence I'expression de GRP dans des lignées cellulaires ou des tumeurs primaires
exprimant la protéine chimere EWS-FLI1. Ce géne est exprimé dans les cellules du cerveau,
les cellules neuroendocrines du pancréas et pas dans d’autres cancers pédiatriques a petites
cellules rondes. Cela suggere que les cellules des tumeurs d’Ewing pourraient étre issues de
la créte neurale. Cette hypothése est appuyée par les travaux de Cavazzana et coll., qui
montrent que des cellules d’Ewing forment des structures semblables a des neurites quand
elles sont cultivées en présence de NGF (Nerve Growth Factor) qui induit la différenciation
neurale. (Cavazzana et al., 1987) Une autre hypothése basée sur I'expression par les cellules
d’Ewing de protéines de jonctions serrées évoque une origine épithéliale. (Schuetz et al.,
2005) Mais plus récemment des articles montrent I'implication des cellules souche
mésenchymateuses dans le développement du sarcome d’Ewing. Castillero-Trejo et coll., ont
montré que des cellules dérivées d’os murin infectées avec un rétro-virus codant pour EWS-
FLI1 étaient capables d’induire des tumeurs chez la souris. (Castillero-Trejo et al., 2005).
Riggi et coll, ont également montré que des cellules souche mésenchymateuses murines
immortalisées et exprimant la protéine de fusion EWS-FLI1 sont capables d’initier une
tumeur semblable a un sarcome d’Ewing quand elles sont transplantées chez des souris.
(Riggi et al., 2005) Ces auteurs ont également mis en évidence un programme génique
commun entre des cellules souche mésenchymateuses humaines exprimant EWS-FLI1, et
des cellules de sarcome d’Ewing. (Riggi et al., 2008) Cependant, les conclusions de Riggi et
coll. ont été contestés par Kovar et coll., qui ont argumenté que dans cette étude l'inhibition
de EWS-FLI1 n’a pas permis de restaurer un phénotype de cellules souche
mésenchymateuses. (Kovar & Bernard, 2006) Cependant, Tirode et coll. ont montré que
I'inhibition de la protéine de fusion EWS-FLI1 dans des cellules de sarcome d’Ewing permet
de restaurer les caractéristiques des cellules a I'origine du sarcome d’Ewing et une réponse
aux différents programmes de différenciation (Tirode et al., 2007). lls ont montré que les
lignées cellulaires de sarcome d’Ewing dans lesquels I'expression d’'EWS-FLI1 a été inhibée,
présentent un profil génétique de cellule souche mésenchymateuse et expriment les
marqueurs CD44, CD54, CD59 et CD73. (Tirode et al., 2007) De plus les cellules d’Ewing
modifiées sont capables de se différencier en adipocyte, chondrocyte et ostéoblastes. Ce
dernier article conforte donc [|'hypothése selon laquelle des cellules souche

mésenchymateuses sont a I'origine du développement du sarcome d’Ewing.
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L’'ensemble de ces données suggérent que la transformation de différents types de cellules
pourrait aboutir a la formation de tumeurs osseuses et ainsi contribuer a la diversité

génétique de ces tumeurs. (Sheffield et al., 2017)

1.1.7. Etiologie

Un autre obstacle empéche de bien comprendre comment les tumeurs osseuses se
développent. Dans la majorité des cas I’étiologie de la maladie n’est pas connue. Les seuls
facteurs de risque environnementaux connus sont les radiations ionisantes qui causent 3%
des ostéosarcomes et peuvent apparaitre 30 ans apres |‘exposition. Cette exposition
explique donc plus probablement le développement des ostéosarcomes chez les adultes que
chez les enfants. Certaines maladies héréditaires peuvent prédisposer au développement
des ostéosarcomes, c’est le cas des rétinoblastomes, des syndromes de Rothmund-
Thomson, de Li Fraumeni et du syndrome de Werner, ce qui suggere que les mutations
géniques associées a ces maladies telles que RB1, RECQL4, TP53, WRN, peuvent jouer un rble
dans l'apparition des tumeurs osseuses primaires. (Kansara et al.,, 2014) Des efforts
importants ont été consacrés ces dernieres années pour déchiffrer les altérations géniques

des sarcomes osseux.

1.1.8. Altérations géniques

Le développement du sarcome d’Ewing est plus simple a décrire sur le plan
génétique. En effet, il est caractérisé par une seule et unique mutation génétique, une
translocation qui aboutit a une fusion de génes. Dans 85% des cas, il s’agit ici d’une fusion
EWSR1-FLI1. (Figure 9) Dans 10 a 15% des cas, cette translocation méne a une fusion EWSR1-
ERG. (Mutsaers & Walkley, 2014). La conséquence sur le développement tumoral de EWSR1-
FLI1 est difficile a étudier, en effet de par la toxicité de la fusion, il n’existe pas de modeéle de
souris reproduisant la maladie. Cependant, I'expression de la fusion dans une lignée
cellulaire murine, entraine une indépendance des cellules vis-a-vis du support de culture et
une accélération de la croissance tumorale dans des souris immunodéprimées. (Riggi &

Stamenkovic, 2007)
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Figure 9 : Translocation EWS-FLI1 dans le sarcome d’Ewing

EWS se situe sur le chromosome 22 et FLII sur le chromosome 11. Lors de la translocation, les exons
5-9 ou 6-9 de FLI1 peuvent étre inclus sur le chromosome 22. Ce qui aboutit a une protéine de fusion
EWS-FLI1. D’apres Riggi et coll, 2007

EWSR1-FLI1 est un activateur du proto-oncogéne c-myc (Antonescu et al., 1998), il est
également impliqué dans la sur activation de la voie Notch. (Ida K, 1995) De méme EWSR1-
FLI1 semble étre impliqué dans le controle du récepteur Il du Transforming growth factor
beta (TBR-Il), un potentiel géne suppresseur de tumeur. On observe également la présence

d’une altération de p53 dans 11% des cas de sarcome d’Ewing. (Alava et al., 2000)

Un modele de développement des chondrosarcomes propose qu’il existe des
changements génétiques précoces et tardifs. Les changements précoces interviennent dans
des genes impliqués dans les processus de prolifération et de différenciation du chondrocyte
alors que les changements tardifs affectent des genes impliqués dans le développement et la
progression tumorale menant a une transformation maligne. (Samuel et al.,2014) Environ
50% des chondrosarcomes sont associés a une mutation gain de fonction dans le gene de
I'isocitrate déshydrogénase 1 ou 2 (IDH1 ou IDH2), pendant la phase de changements
précoces. (Amary et al.,, 2011) L’amplification des proto-oncogénes c-myc, c-fos et c-jun a
été rapportée ainsi que la mutation des genes suppresseurs de tumeur p53 et pRb lors des

changements tardifs. (Castresana et al., 1998)

Les ostéosarcomes sont plus complexes sur le plan génétique, en effet les caryotypes
analysés montrent de trés nombreuses altérations géniques et chromosomiques. Il est donc
difficile de savoir si une de ces altérations est a I'origine de son développement ou une
conséquence d’une déstabilisation du génome. Par exemple, des mutations de p53 et/ou du
géne MDM_2 sont fréquemment observées. (Onda et al., 1996) Des altérations de c-fos, c-

INK4A

myc, pRb et p16 sont également rapportées dans de nombreux cas d’ostéosarcomes.
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(Letson & Muro-Cacho, 2001) Une analyse par microarray comparant des patients ayant un
ostéosarcome mais ne présentant pas de métastases comparées a des patients présentant
des métastases au moment de l'analyse ou en ayant développés aprés montre une
association entre le développement de métastases et un panel de génes impliqués dans
I'activation des cellules T et B, ainsi que des récepteurs a chimiokines impliquées dans la
migration cellulaire telle que CXCR4. (Namlgs et al., 2012) Deux articles plus récents
montrent I'implication d’ERK1 et STAT3 et la voie YAP/TAZ-intégrine B-1 dans la résistance
aux chimiothérapies. (Bouvier et al.,, 2016; Salas et al., 2014) Cependant aucune de ces

altérations géniques ne suffit a expliquer a elle seule le développement des ostéosarcomes.

Il est a noté que beaucoup des altérations géniques mises en évidence dans les
sarcomes osseux ne sont pas spécifiques et sont présentes dans de nombreuses tumeurs. La
localisation privilégiée dans certaines zones osseuses avec un remodelage intense et la
survenue plus importante chez des patients jeunes en croissance suggerent que le
microenvironnement osseux joue un réle particulier dans le développement des tumeurs

osseuses.

I.1.9. Role de I'environnement tumoral

La théorie du « seed and soil » de Paget en 1889 a fixé les bases d’un réle majeur de
I’environnement dans le développement tumoral. Méme si cette théorie a été développée
pour expliguer le mode de dissémination des cellules du cancer du sein, elle est applicable a
I’environnement osseux et en particulier a la niche hématopoiétique qui représente un sol
fertile (« soil ») pour les cellules tumorales (« seeds »). Les travaux de Bissel en 1982 ont
montré que lI'environnement est aussi important que les altérations géniques dans le
développement des cancers. La niche hématopoiétique est d’autant plus favorable qu’elle
représente un réservoir de cellules immunitaires, vasculaires, et de cellules souches
mésenchymateuses qui produisent des protéines matricielles et des facteurs solubles
(facteurs de croissance, chimiokines, cytokines, enzymes) nécessaires a la croissance

tumorale. (Liao et al., 2015)(Figure 10)
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Figure 10: Contribution du microenvironnement tumorale dans la croissance tumorale et
I'invasion

Les fibroblastes associés a la tumeur ainsi que les cellules du systéme immunitaire induisent la
production de facteurs pro-angiogéniques (tels que EGF, TGFB, des chimiokines), notamment en
réponse a I'hypoxie. Le microenvironnement tumoral permet des interactions spécifiques avec les
récepteurs a la surface des cellules tumorales (intégrines, cadhérines) qui participent au processus
invasif. MEC : matrice extracellulaire D’aprés Allen et coll., 2011

Un autre aspect du tissu osseux est la capacité des cellules tumorales a modifier et a
détourner les mécanismes qui régulent le remodelage osseux pour induire une
augmentation de la lyse de I'os sain et/ou adopter un phénotype ostéogénique (Allen &
Jones, 2011). Ce processus est un cercle vicieux qui met en jeu de multiples facteurs
présents dans le tissu osseux et qui sont libérés lors de la résorption osseuse et stimulent la
croissance tumorale. (Figure 11) Ces facteurs induisent non seulement la prolifération des
cellules tumorales mais également leur survie en activant des voies de signalisation

impliquant PI3K, des MAP kinases et NFkB. (Brown et al., 2007; Lamoureux et al., 2010)
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Figure 11 : Représentation du cercle vicieux qui s’établi entre les cellules tumorales et le tissu
osseux

La différenciation et I'activité des ostéoclastes dépendent de I'équilibre entre le RANKL et 'OPG qui
sont produits par les cellules ostéoblastiques et les cellules stromales. Les cellules tumorales
expriment des facteurs activant les ostéoclastes tels que PTHrP, IL-6, IL-11 et TNF-a. Ces facteurs
induisent la résorption osseuse et la libération de facteurs de croissance tels que TGF-$, BMPs, IGF-1
qui a leur tour stimulent la croissance tumorale. D’aprés Lamoureux et coll., 2010

Ainsi, les cellules tumorales produisent des facteurs « ostéolytiques » dont la PTHrP
(ParaThyroid Hormone-Related Protein), I'lL-6, I'lL-11 et des TNF+ et 2 et /ou des facteurs
qui activent les cellules ostéoblastiques comme le VEGF (Vascular endothelial growth factor),
PDGF (Platelet-Derived Growth Factor) et I'endothéline 1. La stimulation des cellules
ostéoblastiques induit également la sécrétion d’une grande quantité d’IL-6. Ces différents
facteurs modifient I’équilibre RANKL/ Ostéoprotégérine (OPG) a la faveur du RANKL qui est
produit par les cellules ostéoblastiques et aussi par les cellules tumorales. RANKL est un des
facteurs majeurs supportant la différenciation et I'activité des ostéoclastes (Fizazi et al.,
2003). La lyse osseuse augmentée permet la libération des facteurs de croissance piégés
dans la matrice comme le TGF2. Certains, médiateurs de la signalisation Wnt comme DKK1
(DicKKopf 1) participent a cet enchainement d’évenements en inhibant la différenciation des

cellules ostéoblastiques et en contribuant a perturber la formation osseuse normale.
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Malgré le développement de ce type de tumeurs chez des sujets jeunes, chez
lesquels le remodelage osseux actif di a la croissance favorise la présence de facteurs de
croissance permettant la différenciation des cellules souche mésenchymateuses, les

conditions initiales déterminant le développement tumoral ne sont pas connues.

Certains aspects du développement des sarcomes osseux ne sont expliqués par les
altérations géniques communes a toutes les cellules tumorales ou les interactions avec le
tissu osseux sain. Notamment, il existe une hétérogénéité génétique ou épigénétique intra-
tumorale a laquelle s’ajoutent de fortes variations de réponse au traitement. Des récidives
locales ou métastatiques peuvent se développer longtemps apres la résection méme chez de
bons répondeurs. Cela conduit a envisager une progression tumorale qui pourrait impliquer

des cellules souche cancéreuses (CSC).
I1.2. Cellules souche cancéreuses

1.2.1. Concept de cellule souche cancéreuse

L'hétérogénéité tumorale et ses implications importantes dans le développement des
cancers ont été décrites il y a presque un siécle par les pathologistes Par exemple, bien que
de nombreuses cellules soient capables d’échapper a la tumeur, seulement peu d’entre elles
sont capables de former des métastases (Mehlen & Puisieux, 2006). Deux modeles ont été
proposés pour expliquer le potentiel hétérogene des cellules tumorales: le modele
stochastique qui prédit gqu’une population particuliere de cellules cancéreuses subit un
ensemble de mutations pour acquérir un caractére malin notamment la capacité de former
des métastases. Le modele hiérarchique met en jeu des cellules rares qui ont des propriétés
de cellule souche et qui sont a I'origine de la tumeur primaire et des métastases. (Figure 12)

(Lacerda et al., 2010; Schulenburg et al., 2010; Tannishtha et al., 2001)
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Figure 12 : Modeéles théoriques des cellules souches cancéreuses

Les tumeurs sont composées de différents types cellulaires. Les deux théories divergent sur I'origine
de ces différents types cellulaires. Selon le modele stochastique, toutes les cellules sont équivalentes
mais leur devenir est influencé par des facteurs intrinséques et extrinséques. Ainsi toutes les cellules
peuvent potentiellement devenir des cellules souches cancéreuses. Au contraire, selon le modele
hiérarchique, les cellules sont toutes différentes et seulement une population donnée est capable
d’initier la croissance tumorale. Ce sont donc des cellules identifiables et isolables grace a des
marqueurs spécifiques. D’aprés Tannishtha et al., 2001

Ce modele introduit donc le concept de cellule souche cancéreuse (CSC) qui est basé
sur les connaissances accumulées sur le réle des cellules souche au cours de I'embryogenése
ou dans le renouvellement du systéme hématopoiétique et d’autres tissus adultes. Ce
concept implique que la tumeur se développe comme les organes sains a partir de cellules

capables de s’auto renouveler et avec des capacités de différenciation multiples.

Valent et coll, (Valent et al., 2012) ont récemment proposé un modele actualisé du
développement tumoral a partir des CSC. Ce groupe de travail a proposé, qu’un événement
initial, tel gqu’une mutation dans une cellule souche normale, ou une cellule progénitrice
entraine une prolifération anormale de cellules dites pré-malignes. Cela correspond au stage
d’hyperplasie des tumeurs mammaires Il peut survenir dans un deuxieme temps des
évenements transformant (modification de I’environnement, nouvelles mutations,
modifications épigénétiques...) qui vont induire un nouveau comportement de certaines
cellules pré-malignes qui est lié a I'acquisition de caractéristiques de cellules souche. La
présence de ce type de cellules conférerait le caractéere malin a la tumeur. (Figure 13) Ce
modele montre que les deux modeles historiques ne sont pas forcément exclusifs et que le
concept de cellule souche doit étre pris comme un ensemble de variations

environnementales, métaboliques, géniques et épigénétiques conduisant une cellule
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précancéreuse a acquérir un phénotype de cellule souche. Cette cellule souche cancéreuse
sera la cellule initiatrice de tumeur et participera a la création d’une hiérarchie au sein de la

tumeur, favorisant I’'hétérogénéité tumorale.

Cellule souche nermal ou

cellule progénitrice
Evénement transformantinitial l
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Figure 13 : Modéle de développement hiérarchique d’une tumeur

Dans ce modele actualisé du développement tumoral, un évenement initial dans une cellule saine lui
confére un avantage prolifératif et un caractere pré-malin. Cette phase peut correspondre a une la
phase d’hyperplasie dans les tumeurs mammaires. Mais c’est I'accumulation d’autres événements
transformant qui confere des caractéristiques souches a certaines cellules pré-malignes. C'est la
présence de cellules « souche » qui confere le caractere malin a la tumeur. D’apres Valent et al.,
2012

1.2.2. Caractéristiques des cellules souche cancéreuses

Une cellule souche est une cellule indifférenciée capable de s’auto renouveler et
donner naissance a un ou plusieurs types de cellules différenciées. Les capacités des cellules
souche sont dues a une activité télomérase accrue, I'activation de voies de signalisation anti-
apoptotiques, I'augmentation de I'activité des transporteurs membranaires, de meilleures
capacités de migration cellulaire, de survie en I'absence d’adhésion a un substrat, et de
résistance a I’hypoxie (Lapidot et al., 1994). On comprend comment |'acquisition de telles

propriétés par une cellule cancéreuse peut contribuer a I'induction d’'une malignité accrue
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c’est a dire au développement de métastases et a I'augmentation de la résistance aux

traitements.

De plus, les CSC partagent les défauts géniques des autres cellules de la tumeur et
présentent donc aussi des caractéristiques propres qui les distinguent des cellules souche
normales. Les CSC different ainsi par des critéres inhérents a la transformation cancéreuse
comme la prolifération anarchique ainsi qu’une capacité de différenciation souvent réduite.
De plus, I'activité télomérase, bien que présente, peut-étre modifiée. (Virmani AK et al.,
2001) En fait, les CSC possedent au moins quatre des sept traits suivants qui sont

nécessaires a la transformation tumorale (Hanahan & Weinberg, 2011) :
1. L'autosuffisance en facteurs de croissance,

2. l'insensibilité aux facteurs inhibiteurs de croissance,

3. l’échappement a I'apoptose,

4. Le potentiel de réplication illimité,

5. Le maintien de I'angiogeneése,

6. L'invasion tissulaire et métastase,

7. Uinstabilité du génome

Liste a laquelle il faut ajouter des capacités de réparation de I'acide désoxyribonucléique

(ADN) accrues, I'influence du microenvironnement et des modifications épigénétiques.

Cependant, un point reste a éclaircir qui est la fréquence des CSC dans la tumeur. Est-
ce que, comme les cellules souche normales, les CSC constituent une fraction trés
minoritaire du tissu (Lapidot et al., 1994). Cela pourrait étre dépendant du type de tumeur,
de l'origine cellulaire et des altérations géniques ? La rareté potentielle de ces cellules
constitue une vraie difficulté pour les caractériser et trouver des moyens spécifiques pour les
cibler. Plusieurs études ont cherché a déterminer des marqueurs membranaires ou

métaboliques spécifiques des CSC.
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L.2.2.1. Marqueurs Membranaires

Les premiéres recherches concernant lisolation de CSC par des marqueurs
membranaires ont été réalisées dans les leucémies. Dick et coll.,, ont alors montré que
certaines cellules de leucémie myéloide aiglie exprimaient a leur surface I'antigene CD34
tout comme les cellules souche mésenchymateuses normales, mais perdaient I’expression
du CD38. lls ont également montré que les cellules CD34+/CD38- étaient a la téte de la
hiérarchie cellulaire et étaient responsable du développement des leucémies myéloides
aigles. (Dick JE, 1997) Dans le cas des tumeurs solides, c’est dans les cancers du sein que les
marqueurs de surfaces ont été étudié en premier, Al-Hajj et coll., ont montré que des
cellules présentant un phénotype CD44+/CD24- étaient a l'origine du développement
tumoral dans des souris NOD/SCID. (Al-Hajj et al., 2003) Dans le cancer du célon, il a été
montré que seules les cellules exprimant I'antigéne CD133 sont capables de former des
tumeurs chez la souris. Plus récemment certains auteurs ont montré que le CD44 pouvait
également étre utilisé pour identifier des CSC dans le cancer du co6lon. (O’Brien et al., 2007;
Ricci-Vitiani et al., 2007) Depuis ces mémes marqueurs ont été identifiés dans d’autres types
de tumeurs tels que dans les cancers de la prostate, du pancréas, du foie, et il a également
été montré qu’il est nécessaire d’associer ces marqueurs entre eux pour pouvoir identifier

plus facilement les CSC. (Figure 14)
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Figure 14 : Les principaux marqueurs de surfaces décrivent dans cancers fréquents
Les différents marqueurs utilisés sont souvent identiques dans toutes les tumeurs, mais associés
différemment selon le type de tumeur. D’aprés Murar & Vaidya, 2015

Il est a noté que ces marqueurs ne sont absolument pas spécifiques des CSC et ne
peuvent donc pas servir a cibler ses dernieres par une chimiothérapie. C'est pourquoi
d’autres études se sont intéressées aux marqueurs métaboliques des cellules souche

cancéreuse.

1.2.2.2. Marqueurs métaboliques

Le premier a avoir émis I'hypothese que les cellules cancéreuses sont caractérisées
par un métabolisme particulier est Warburg en 1920, |'effet Warburg correspond a
I'observation selon laquelle la plupart des cellules cancéreuses produisent de I'énergie grace
a un fort taux de glycolyse suivie d'une fermentation d'acide lactique dans le cytosol, plutot
gue grace a la respiration mitochondriale comme cela se passe dans la majorité des cellules
normales (Warburg Otto, 1925). De plus, de nombreux travaux ont montré que des CSC de
gliomes, de cancers du sein et de cancers du célon, n’utilisent pas les mémes voies
métaboliques que les autres cellules cancéreuses. Cela leur confére une plus grande
adaptabilité a I'environnement et une plus grande résistance aux traitements. (Wong et al.,

2017)
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[.2.2.2.1. ALDH1

Les Aldéhyde Déshydrogénases (ALDH) forment une famille d’isoenzymes
cytosoliques responsables de la détoxification des aldéhydes intracellulaires en acides
carboxyliques, et de l'oxydation du rétinol en acide rétinoique. Ces enzymes jouent
notamment un roéle critique dans la différenciation des cellules souche hématopoiétiques, en
effet I'acide rétinoique agit comme facteur de transcription, contrélant des processus
biologiques tels que la prolifération, la différenciation, I'arrét du cycle cellulaire et

I’apoptose. (Balicki, 2007; Douville et al., 2009; Marcato et al., 2011)

Dans le cancer du sein, il a été mis en évidence que des cellules cancéreuses de sein
exprimant I'aldéhyde déshydrogénase 1 (ALDH1), étaient capables d’initier et de maintenir
des xénogreffes chez la souris. Les tumeurs issues de ces xénogreffes montrent une
organisation hiérarchique, avec a leur sommet les cellules exprimant ALDH1. (Charafe-
Jauffret et al.,, 2013) Ce qui fait d’ALDH1 un marqueur robuste de cellules souche
cancéreuses dans le cancer du sein. Ce marqueur a été utilisé pour isoler des CSC dans de

nombreux types de cancer comme par exemple le cancer de la prostate. (Al-Hajj et al., 2003)

Cependant, l'utilisation de I'activit¢ ALDH comme marqueur de CSC comporte
également des limites et est controversée. (Neumeister & Rimm, 2010) En effet, I'analyse de
I'activité ALDH sur coupes fixées est impossible, certaines des études cliniques sont donc
réalisées en analysant la présence de la protéine ALDH. Bien qu’il ait été montré que
I'expression d’ALDH1 est un facteur de mauvais pronostic dans le cancer du sein (Charafe-
jauffret et al., 2010), I'’étude de Resetkova et coll., indique une absence de corrélation entre
I'expression d’ALDH1 et la survie globale des patients ayant un cancer du sein, aprés une
thérapie adjuvante. (Resetkova et al., 2010) Enfin, il semble qu’une distinction entre les
différents isoformes d’ALDH soit nécessaire, les isoformes responsables de I'activité ALDH

semblant dépendre du type tumoral et du tissu étudié. (Marcato et al., 2011)

1.2.2.2.2. Cycle de Krebs

Les modifications du métabolisme du glucose dans les cellules cancéreuses sont
utilisées depuis longtemps notamment pour imager les tumeurs. (Lee et al., 2016) De plus,
Le détournement du cycle de Krebs, pourrait permettre aux cellules cancéreuses de
maintenir leurs propriétés souche. Ainsi, des mutations gains de fonction de l'isocitrate
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déshydrogénase | ou 2 trouvées dans les gliomes favorisent la production d’hydroxyglutarate
a la place de l'alpha cétoglutarate. L’hydroxyglutarate se lie aux membres de la famille des 5-
méthylcytosine hydroxylases et permet I’hyperméthylation de I’ADN et la répression de
certains génes impliqués dans la différenciation cellulaire. (Ward et al., 2010; Xu et al.,
2011) Par ailleurs, Il a été montré que des mutations perte de fonction de la succinate
déshydrogénase et de la fumarate déshydrogénase favorisent I'accumulation du succinate et
du fumarate, qui permettent également I’hyperméthylation et linhibition de genes
impliqués dans la différenciation cellulaire et la transition épithélio-mésenchymateuse.
(Letouzé et al., 2013) La production de ces oncométabolites favorise donc un phénotype

indifférencié et augmente la population type CSC. (Lee et al., 2016)

De plus, I'accumulation d’hydroxyglutarate, de succinate, et de fumarate stabilise les
facteurs HIF (hypoxia inducible factor). Ces facteurs sont connus pour favoriser I'expression
de geénes impliqués dans le maintien de cellules souche tels qu’Oct4, Sox,2 Nanog, Snail et

Twist (Figure 15)

Mutations IDH*

/

- Auto-renouvellement

Genesde différenciation

Genes de maintien
du phénotype de cellule souche

Figure 15 : Détournement du cycle de Krebs par les cellules souche cancéreuses

Dans les cellules souche cancéreuses, notamment dans les gliomes, des mutations de l'isocitrate
déshydrogénase (IDH), de la fumarate hydrogénase (FH) et de la succinate déshydrogénase (SDH)
permettent I'accumulation d’hydroxyglutarate (2-HG), de fumarate et de de succinate et bloque le
cycle de Krebs. Le 2-HG, le fumarate et le succinate bloquent les facteurs de transcription
permettant la transcription de genes de différentiation cellulaire. Le fumarate et le succinate
permettent également de stabiliser les facteurs HIF1a. HIF1a peut alors étre transloqué au noyau et
servir de facteur de transcription pour des genes impliqués dans le maintien du phénotype de cellule
souche indifférenciée et I'auto-renouvellement. D’apreés NLee et al., 2016
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[.2.2.2.3. Détoxification

Il a été montré que les CSC peuvent avoir une capacité accrue a exclure les agents de
chimiothérapies. Elles expriment de grandes quantités de transporteurs ABC (Adenosine tri-
phosphate binding cassette) tels qu’ABCB1, ABCG2, ABCB5. (Moitra et al.,, 2011) Les
transporteurs ABC permettent de faire passer des substrats a travers la membrane
plasmique via I'hydrolyse de I'ATP. Il a été démontré que des souris KO pour les
transporteurs ABCB1 ou ABCG2 étaient plus sensibles aux agents toxiques, ce qui suggérait
gue les transporteurs ABC pouvaient jouer un rble dans la protection des cellules souche
contre les agents toxiques. (Schinkel et al., 1994) Le r6le important des transporteurs ABC
dans les CSC est illustré par le fait que des cellules tumorales de thyroide, des poumons ou
du sein qui sont présentes dans la « side population » ont des caractéristiques de CSC.
(Chiba et al., 2006; Haraguchi et al., 2006; Ho et al., 2007; Kondo et al., 2004; Mitsutake et
al., 2007; Szotek et al., 2006; Wang et al., 2007; Wu et al., 2007) La « side population » est
composée de cellules capables d’exclure des marqueurs fluorescents comme Hoechst ou la
rhodamine. Cette exclusion dépend des transporteurs ABC (ABCG2 pour le Hoechst et ABCB1

pour la rhodamine) (Figure 16). (Hirschmann-Jax et al., 2004)
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Figure 16 : Mise en évidence de la « side population » par I'inhibition des transporteurs de type
« ABC »

Les cellules cancéreuses sont incubées avec le marqueur fluorescent Hoechst et en présence ou en
absence d’un inhibiteur des transporteurs de type « ABC », le vérapamil. En comparant les deux « dot
plot », on peut observer une population cellulaire spécifique (la « side population » ayant la capacité
a exclure le Hoechst, cette population n’apparaissant plus lorsque I'on inhibe les transporteurs
« ABC » D’apreés Hirschmann-Jax et al., 2004
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1.2.2.2.4. Hypoxie

Dans une tumeur, il a été montré que toutes les cellules n’ont pas le méme apport en
02, en effet, certaines zones tumorales sont largement hypoxiques. Il est établi que
I’hypoxie influence le comportement des cellules souche saines et cancéreuses. Par exemple,
inhiber HIF-1+ ou HIF-2+ conduit a un défaut de production des cellules souche
hématopoiétiques. (Adelman et al., 1999) De plus, comme évoqué avant, |'activation des
facteurs HIF favorise I'expression des genes impliqués dans les programmes spécifiques des
CS tels qu’Oct4, KIf4 et Sox2 dans des cellules de cancer des poumons. (lida et al., 2012) Il a
été également montré que dans les gliomes, I'hypoxie via HIF1+ augmente le nombre de
cellules CD133+. (Soeda et al., 2009) Dans le cancer du sein, il a été mis en évidence que
I’hypoxie permet I'augmentation du nombre de cellules ayant la capacité de former des
sphéres, mais également le nombre de cellules ayant une activité ALDH1 élevée. (Iriondo et

al., 2015)

D’autre part, les CSC possedent des caractéristiques qui leur permettent de répondre
différemment au manque d’O,. Ainsi, la réponse UPR (Unfolded Protein Response) est
inhibée dans les CSC ce qui empéche le stress hypoxique d’activer ce processus pour induire
I'apoptose. (Bi et al., 2005) Il a été montré que dans les CSC, I'inhibition de la réponse UPR
est d’ailleurs associée a une augmentation de la croissance tumorale. Les facteurs HIF
permettent également |'activation de voies de signalisation comme la voie Notch qui jouent

un role dans le maintien du phénotype de cellule souche. (Gustafsson et al., 2005)

Les CSC sont donc capables de détourner des voies métaboliques diverses pour
favoriser la croissance tumorale et maintenir leurs caractéristiques. Les marqueurs
métaboliques présentent donc un intérét thérapeutique pour cibler spécifiquement les CSC.
Cependant les mécanismes mis en jeu sont également importants dans les cellules souche
normales et pourraient étre altérées de facon irréversible chez les patients traités. Il serait

donc intéressant de mettre en évidence des cibles plus spécifiques des CSC.

L.2.2.3. Signalisation et CSC

Les CSC sont caractérisées par un programme épigénétique et génique qui semble
dépendre d’une signalisation et de facteurs de transcription qui contrélent le maintien de la
pluri potentialité et le renouvellement des cellules souches embryonnaires. Notamment, les
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signalisations induites par les facteurs Hedgehog et Notch semblent jouer des roles clé dans

les CSC. (Takebe et al., 2011)

[.2.2.3.1. Signalisation Notch

Le signal Notch est initié par la liaison d’un ligand transmembranaire au récepteur
Notch d’une cellule adjacente. Cette liaison entraine la libération de I'y-sécrétase. Cette
enzyme, responsable du clivage protéolytique du récepteur Notch, produit le fragment
cytosolique NICD25 (Zhu et al., 2012). Le NCID est transloqué dans le noyau ou il interagit
avec le facteur transcriptionnel CBF1 qui active, a son tour, les génes HES et HEY. Chez les
vertébrés, il existe au moins 4 récepteurs Notch, 5 ligands (JAG1, JAG 2, DLL1, DLL3, DLL4) et

des molécules effectrices telles que HES1-6 ; HEY1. (Figure 17)

Une mutation Notch a été mise en évidence chez la drosophile au début du XXe
siecle. La perte totale des fonctions de Notch entrainait un phénotype embryonnaire létal,
caractérisé par une surproduction de neurones (Poulson, 1937). En effet, le signal Notch
régule I'auto renouvellement et la différenciation des cellules souches neurales normales
(Fan, 2010). Durant le développement, I'activité du signal Notch des cellules exprimant le
ligand diminue, tandis que celle des cellules exprimant le récepteur Notch augmente.
Généralement, les cellules responsables de I’envoi du signal subissent une différenciation.
Au contraire, les cellules recevant le signal restent dans un état indifférencié. Ce phénomene

est appelé spécification latérale.

Il a été montré que des inhibiteurs du complexe enzymatique de la 3-sécrétase (IGS
(Inhibitors of the Gamma Secretase) ou un anticorps monoclonal anti-Notch4 permettent de
supprimer la croissance des CSC issues de cancers mammaires (Farnie, 2007). De méme,
I'inhibition de Notch supprime sélectivement les CSC issues de médulloblastomes (Fan et al.,
2006). De plus, un traitement avec des IGS ou la suppression de Notch-1 ou -2 augmentent la
mort cellulaire induite par irradiation spécifiquement dans des CSC de gliome, mais pas dans
la tumeur entiere (Wang et al., 2011). Le role de Notch coopérant avec STAT3 et le TGF2
pour la maintenance des CSC a été mis en évidence dans d’autres types de cancers,

notamment dans les carcinomes hépatiques. (Hoey et al., 2009)
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Figure 17 : Inhibition de la signalisation Notch impliquée dans le maintien des cellules souche
cancéreuses

A-Signalisation par Notch : I'activation de Notch est induite par la liaison de ligands membranaires
(Delta ou Jagged) lors des contacts cellule-cellule. Aprés internalisation et protéolyse de
I’'hétérodimere Notch (par les complexes ADAM (A Disintegrin And Metalloproteinase) et y-
sécrétase), un fragment soluble (NICD (Notch intracellular domain)) est libéré dans le cytoplasme.
NICD passe dans le noyau ou il sert d’activateur de la transcription des génes cibles de Notch tel que
Myc et p21. Cette figure présente les inhibiteurs potentiels de I'activité de Notch. D’aprés Takebe et
coll., 2011

[.2.2.3.2. Signalisation HedgeHog

Dans les cellules souche, la voie de signalisation Hedgehog est initiée par I'un de ses
trois ligands Sonic Hedgehog (SHh), Desert Hedgehog (DHh) ou Indian Hedgehog (IHh), se
fixant au récepteur PTCH. En l'absence de ligand, le récepteur membranaire inhibe la
protéine SMO. La liaison du ligand au récepteur PTCH léve cette inhibition, conduisant ainsi a
I'activation des facteurs de transcription Glil, Gli2 et Gli3. Glil agit comme un activateur
transcriptionnel a I'inverse de Gli3 qui agit comme un répresseur transcriptionnel. Quant a
Gli2, il peut activer ou réprimer un gene en fonction des modifications post-
transcriptionnelles et post-traductionnelles. Cette voie de signalisation induit la sécrétion de
facteurs de croissance cellulaire tels I'lGF2 et le VEGF. (Olive et al., 2010) La protéine

Hedgehog est impliquée dans la polarisation des segments lors du développement
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embryonnaire. Elle régule la prolifération, la migration et la différenciation cellulaires de

nombreuses especes. (Choy & Cheng, 2012)

Des études ont montré que des dérégulations de la signalisation Hedgehog sont
impliquées dans beaucoup de tumeurs humaines incluant le glioblastome, les cancers
mammaire et pancréatique et la leucémie myéloide chronique (LMC). (Chu et al., 2014; Ko et

al., 2015)

Dans les CSC, des travaux ont mis en évidence que l'inhibition de la voie par le
dysfonctionnement de SMO inhibe I'expression de la protéine de fusion BCR-ABL exprimée
dans les LMC. (Dierks et al., 2008) De plus, des antagonistes de la protéine SMO tels que la
cyclopamine et 5E1 inhibent I'auto-renouvellement et induit la différenciation terminale des
cellules. Le signal Hedgehog active la voie PI3K/ AKT, particulierement dans le cycle

cellulaire et la survie (Merchant, 2010).

La modification de voies de signalisation peut donc étre un moyen d’identifier des
CSC. Cependant ses voies sont activées dans plusieurs types cellulaires et il est difficile de

concevoir des traitements ciblant ces voies dans les CSC sans affecter les cellules saines.

L.2.2.4. Régulation épigénétique

Selon Riggs & Porter, les mécanismes épigénétiques sont " des changements dans
I'expression des génes qui sont héritables lors de la mitose et/ou de la méiose, et qui ne

résultent pas de modifications de la séquence de I'ADN". Ces mécanismes incluent

- des méthylations de I’ADN par les enzymes de type DNMT (DNA-MethylTransferase) qui
assurent soit le maintien du profil épigénétique au cours des divisions cellulaires soit la

répression ou I'induction de I'expression de génes de différenciation.

- des modifications post-traductionnelles de la queue des histones. Les histones sont des
petites protéines, riches en acides aminés basiques, responsables de la modulation de I’ADN.
Elles forment un complexe octamérique autour duquel s’enroule le brin d’ADN pour former
le nucléosome, unité de base du matériel génétique (Li, 2002). Il existe 5 familles d’histones :
H1, H2A, H2B, H3 et H4. L'extrémité amino-terminale de la queue des histones subie des

modifications post-traductionnelles dont les plus étudiées sont la méthylation, I'acétylation,
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la phosphorylation, l'ubiquitination et la sumoylation. Ces modifications modulent
I'expression des genes soit directement soit par recrutement de complexes protéique ou
enzymatique (Bannister & Kouzarides, 2011). Cependant, des variants d’histones, codés par
d’autres genes que les histones classiques peuvent s’associer a 'ADN et ainsi permettre la

répression de la transcription des génes associés a ces variants d’histones.
- I'intervention des long non-coding RNA (IncRNA) et de miRNAs

Dans les cellules souche embryonnaires (CSE), la régulation épigénétique joue un role
important pour favoriser I'accés des facteurs de transcription aux différents genes de

différenciation au cours du développement embryonnaire.

I a été montré que 76% des ilots CpG sont méthylés dans les CSE, mais la
méthylation globale est plus faible que dans les cellules différenciées. En effet, la
méthylation de I'’ADN est restreinte a des zones principalement impliquées dans la
différenciation cellulaire. (Armstrong, 2012) Ainsi, les génes impliqués dans la différenciation
sont spécifiguement réprimés. Cela contribue au maintien de la pluripotence. (Weber et al.,
2007) les CSE présentent des séquences d’ADN liées a I'histone H3 comportant une
acétylation ou une méthylation de la lysine 4 de (H3K4me), une marque d’activation de la
transcription ainsi que des triples méthylations de la lysine 27 de I'histone H3 (H3K27me) qui
est une marque répressive de transcription. Ces régions de la chromatine sont appelées
« domaines bivalents ». Elles sont fréquentes dans les régions des genes impliqués dans la
différenciation cellulaire. Au cours de la différenciation cellulaire, la déméthylation de la
lysine 27 de I'histone H3 dans les régions promotrice des genes de différenciation permet

I’expression des genes de différenciation. (Szutorisz et al., 2005) (Figure 18)
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Figure 18: Schéma récapitulatif de la régulation épigénétique dans les cellules souche
embryonnaires et des cellules différenciées
D’aprés Armstrong, 2012

I a été montré que certaines cellules cancéreuses possédent des signatures
épigénétiques similaires aux cellules souche embryonnaires, ce qui laisse penser que les
régulations épigénétiques pourraient jouer un réle dans le renouvellement, la croissance

tumorale et/ou la hiérarchie cellulaire au sein des tumeurs. (Stergachis et al., 2013)

De plus, les membres du Cancer Genome Atlas Research Network ont identifié des
mutations récurrentes du géne DNMT3, ainsi que des modifications de méthylation sur les
génes IDH1 et 2 chez la majorité des patients atteint de leucémies myéloides aigues. Leurs
résultats suggerent que des changements épigénétiques pourraient étre a I'origine du
développement des leucémies myéloides aigues. (Cancer Genome Atlas Research Network,
2013) Les recherches de Lu et coll., ont confirmé que DNMT3 jouait un réle important dans
I'initiation des cancers hématologiques, en effet la substitution de I’Arginine par une
histidine en position 882 de la protéine DNMT3 est une mutation fréquemment observée.
Pour étudier le role de cette mutation, ils ont introduit cette mutation dans des cellules
souche hématopoiétiques murine, soit seule, soit associée avec une seconde mutation telle

gu’une mutation du gene IDH1. Leurs résultats montrent que la mutation de DNMT3 seule
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est capable d’initier la transformation des cellules souche hématopoiétiques en cellules
malignes et que la mutation DNMT3 couplée a une autre mutation est capable d’initier le
développement d’une leucémie myéloide aigue chez la souris. (Lu et al., 2016). De plus des
souris irradiées puis transplantées avec des cellules DNMT3 Ko développent toutes des

cancers hématopoiétiques. (Mayle et al., 2015)

D’autre part, la méthylase EZH2 est surexprimé dans de nombreux types de cancer
tels que le cancer de la prostate, du sein ou de la vessie (Crea et al., 2012; Tan et al., 2014).
Et son expression est associée a un mauvais pronostic, a la formation de métastases, a la
chimiorésistance et a I'agressivité de la tumeur. (Tan et al., 2014). Dans les cancers du sein,
la surexpression d’EZH2, entraine une activation du promoteur de Notchl et entraine une
augmentation du nombre de cellules ayant une forte activité ALDH1 et capables de former
des spheres in vitro. De plus in vivo la surexpression d’EZH2 entraine une augmentation du
nombre de cellules CD44+, CD24-. Ce qui suggere que la surexpression d’EZH2 permet
d’augmenter le nombre de cellules initiatrices de tumeurs dans les cancers du sein.
(Gonzalez et al., 2014) Au contraire, dans les glioblastomes, il a été montré que I'inhibition
d’EZH2 réduisait le nombre de cellules capables de former des sphéres in vitro et retardait la

croissance tumorale in vivo. (Suva et al., 2009)

Ainsi des modifications des histones semblent jouer un role dans le maintien du pool

de cellules souche cancéreuses.

Certains mécanismes épigénétiques sont apparus comme des cibles thérapeutiques
potentielles pour favoriser la différenciation cellulaire dans les cancers. Par exemple les di-
et tri-méthylation de la lysine 27 de I'histone 3 (H3K27me2 et H3K27me3) dans les régions
promotrices des genes sont associées a la répression génique. Cette triple méthylation
permettant la répression de |’expression de nombreux genes, notamment des genes comme
Sox2 et CD133, ce qui a pour effet de diminuer le nombre de cellules CD133+ dans les

gliomes. (Tao et al., 2014)

Il a également été montré que I'hypo méthylation de la lysine 4 de I'Histone H3
entrainait une différenciation des cellules souche leucémique via I'histone déméthylase

KDM5B. (Wong et al., 2015)
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L’ensemble des études ci-dessus suggerent que les régulations épigénétiques dans les
cellules souche cancéreuses peuvent jouer un rble important dans le maintien de la
population de CSC au sein des tumeurs, mais également dans ['établissement de la
hiérarchie cellulaire au sein des tumeurs en réprimant les génes impliqués dans le

phénotype de CSC.

Actuellement, plusieurs « épidrogues » sont en cours d’essais cliniques ou déja
utilisés en compléments des traitements classiques. Sont testés notamment des inhibiteurs

de la méthylase EZH2, des inhibiteurs de déméthylase, des inhibiteurs de HDAC ou de DMNT.

I.2.3. Cellules souche et sarcomes osseux

Etant donné I'intérét a cibler des CSC pour contréler le développement tumoral, il est
important de trouver des marqueurs fonctionnels et de comprendre les mécanismes de
régulations de ces CSC dans les différents types de cancers. Si la présence de CSC est bien
documentée dans les tumeurs hématopoiétiques et dans les cancers épithéliaux, dans les

sarcomes en général, et dans les sarcomes osseux la présence de CSC est peu documentée.

1.2.3.1. Chondrosarcomes

Le développement des chondrosarcomes comprend une phase pendant laquelle les
cellules tumorales ont une faible malignité puis une évolution vers des stades plus agressifs
qui sont associés a des altérations géniques comme celle qui altére p53. Ces données
pourraient étre en faveur d’un développement tumoral impliquant I'apparition de CSC
comme dans le modele proposé par Valent et coll,. De plus, le marqueur de surface, CD133,
a permis d’identifier des cellules de chondrosarcome ayant des capacités a former des
spheres, qui expriment des facteurs de transcriptions de cellules souche embryonnaires
(Nanog, Oct4, Sox2), et qui sont capables de reformer une tumeur apres une xénogreffe chez

la souris. (Tirino et al., 2011)

1.2.3.2. Sarcomes d’Ewing

Dans les sarcomes d’Ewing, plusieurs auteurs ont montré la présence de cellules
ayant des caractéristiques de cellules souche cancéreuses. Notamment, Suva et coll., qui en
séparant deux populations de cellules (CD133+ et CD133-) ont montré que seules les cellules

CD133+ sont capables de former des tumeurs aprés implantation chez la souris NOD/SCID.
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(Suva et al., 2009) Cornaz-Buros et coll., ont également utilisé le marqueur de surface
CD133+ pour mettre en évidence des cellules souche cancéreuses dans les sarcomes
d’Ewing. Dans le méme article, ils montrent également que des cellules issues de tumeurs
primaires humaines cultivées en spheres expriment des genes associés aux cellules souche
tels que Nanog et Oct4. (Cornaz-Buros et al., 2014) Yang et coll., ont également montrés que
des cellules de sarcome d’Ewing peuvent étre isolées de par leurs capacités a exclure le
Hoechst. Ces cellules appartenant a la «side population », sont plus invasives, plus
résistantes aux traitements grace a une surexpression du transporteur ABCG2 et capables de
recréer I'hétérogénéité de la tumeur. (Yang et al., 2010) De méme, une autre équipe a mis
en évidence une population cellulaire ayant une activité ALDH1 élevée, cette population
cellulaire, exprime le facteur de transcription Nanog, et est plus tumorigene in vivo. De plus
cette population devient plus sensible aux traitements de chimiothérapies lorsque la
protéine de fusion EWS-FLI1 est inhibée. Ces résultats montrent qu’il existe une population
cellulaire ayant des caractéristiques de CSC dans les sarcomes d’Ewing, et qu’une part de
leur caractére souche est liée a la protéine de fusion EWS-FLI1. (Awad et al., 2010) De plus, il
a été montré qu’une lignée cellulaire de sarcome d’Ewing peut étre reprogrammeée avec le
méme programme utilisé pour obtenir des iPS. Les cellules reprogrammeées expriment de la
méme facon le facteur chimérique EWS-FLI1 mais ont une chimiorésistance accrue. Ces
cellules peuvent aussi étre « redifférenciées » en ciblant des voies de signalisation tels que
PI3K/AKT/mTor et MAPK/ERK ce qui permet de resensibiliser les iPS. (Moore et al., 2015)
Ainsi les cellules d’Ewing peuvent acquérir un caractére plus agressif en adoptant un

phénotype de cellules souche.

L2.3.3. Ostéosarcomes

Dans les ostéosarcomes les recherches concernant les cellules souche cancéreuses
ont été initiées par Gibbs et coll., Cette équipe a isolé des cellules capables de se renouveler
et de former des clones sphériques sur des supports non adhésifs et en absence de sérum, a
partir d’ostéosarcomes obtenus chez des patients non traités et a partir de la lignée
cellulaire MG63. (Gibbs et al.,, 2005a) (Figure 19) De plus, Zhang et coll., ont montré que
lorsque les sphéres sont cultivées en présence de facteurs de croissances permettant la

différenciation en ostéoblastes, en chondrocyte ou en adipocyte, on parvient a obtenir les
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trois types cellulaires ce qui montre la multipotence des cellules formant des spheres.

(Zhang et al., 2013)

Figure 19 : Formation de spheres a partir de cellules issues d’un ostéosarcome primaire
(A) Sphéres obtenues a partir de cellules d’une tumeur primaire, les cellules sont cultivées sur un
support non adhérent et dans un milieu ne contenant pas de facteurs de croissance.
(B) Lorsque les sphéres sont remises sur un support non adhérent, les cellules qu’elles
contiennent sont capables de réadhérer.

Depuis, des cellules ayant des caractéristiques de CSC ont été isolées a partir de
différentes lignées cellulaires. Comme attendu, une population cellulaire particuliére a été
caractérisée par sa faculté a exclure le Hoechst 33342 a partir de tumeurs humaines. (Yang
et al., 2011) En effet, les CSC dérivées des ostéosarcomes présentent une forte expression
du transporteur ABCG2. Des CSC ont également été identifiées dans des lignées cellulaires
sélectionnées par un agent de chimiothérapie. (Tonami et al., 2011) Certains auteurs ont pu
isoler une population cellulaire ayant des propriétés de CSC grace a des marqueurs de
surface tels que Stro-1 et CD117. (Adhikari et al., 2010) Les CSC isolées d’ostéosarcome
expriment également Oct4, Nanog, Stat3 et Sox2. (Figure 20) (Gibbs et al., 2005a; Tonami et
al., 2011) Les cellules CD133+ dans les tumeurs solides possedent également des
caractéristiques de CSC. (Tirino et al., 2008) Pourtant il est a noter que les CSC isolées par
leur capacité a exclure le Hoechst n’expriment pas différemment les marqueurs CD133,

CD117 ou CD44 par rapport aux autres cellules tumorales. Ce résultat souligne bien le besoin

de trouver des marqueurs spécifiques qui soient non seulement des marqueurs de
reconnaissance, mais également des marqueurs fonctionnels. (Brown, Tellez-Gabriel, &

Heymann, 2017)
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Figure 20: Immunohistochimie Nanog et Oct3/4 sur des cellules adhérentes ou des sphéres
obtenues a partir de biopsies de 5 ostéosarcomes
Les sphéres obtenues a partir des biopsies d’ostéosarcomes expriment plus les facteurs de
transcriptions Nanog et Oct3/4 connus pour réguler le phénotype de cellule souche embryonnaire
que les cellules cultivées sur un support adhérent.

Actuellement, un effort important est consacré a la compréhension des mécanismes
régulant ces CSC pour pouvoir les cibler et améliorer les traitements. Notamment une étude
de Lee et coll., a montré que les facteurs de transcriptions Oct4 et Nanog sont trés important
dans le maintien du phénotype de CSC dans |'ostéosarcome mais également que les génes
MDR1 et DHFR sont impliqués dans la résistance des CSC d’ostéosarcomes. (Lee et al., 2017)
De méme Zou et coll., ont montré qu’un micro ARN le miR-34a était sous exprimé dans les
ostéosarcomes, ce micro ARN a pour fonction d’inhiber Sox2 et la restauration de son
expression dans les CSC d’ostéosarcome permet de diminuer le nombre de cellules capable

de former des sphéres et de diminuer la tumorigénicité des cellules U20S. (Zou et al., 2017)

En résumé, les criteres retenus pour qualifier des cellules des sarcomes osseux de
CSC sont leur capacité a former des spheres en culture et a étre plus tumorigenes in vivo.
(Gibbs et al., 2005) Mais les données disponibles ne montrent de facon définitive une
organisation hiérarchique des tumeurs a partir de cellule souche. La principale difficulté est
le manque de spécificité des marqueurs utilisés. Finalement jusqu’a présent on n’a pas mis
en évidence de cibles thérapeutiques spécifiques des CSC des sarcomes. (Fujiwara & Ozaki,

2016)

Etant donné le lien attendu entre les CSC et la malignité des cellules tumorales, nous
avons émis I’hypothése que des facteurs impliqués dans la chimiorésistance ou la

progression métastatique pouvaient étre des marqueurs potentiels de CSC. Ainsi, nous nous
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sommes intéressés au cours de ce travail a une calpaine atypique encore trés peu étudiée, la

calpaine-6.

I.3. Généralités sur les calpaines

Les calpaines forment une famille de protéases intracellulaires, dépendantes du
calcium. Quinze isoformes de calpaines ont été décrites chez les mammiferes selon leur
expression (ubiquitaire ou localisée) ou selon la présence de motifs protéiques spécifiques
appelés EF-Hands qui sont capables de lier les ions calcium. (Ludovic Leloup and Alan Wells,

2010)

I.3.1. Structure

Les calpaines ubiquitaires ou typiques sont composées d’une sous unité catalytique
composée de 4 domaines fonctionnels (I a IV). Le domaine |, situé en N-terminal, est clivé
par autolyse lorsque les calpaines sont activées par le calcium. Le domaine Il ou domaine
catalytique, est divisé en deux sous domaines par le sillon du site actif dépendant de trois
résidus (cystéine, histidine et asparagine). Le domaine lll est un domaine de régulation
impliqué dans le changement de conformation lors de I'activation de I'enzyme et contient
des sites de phosphorylation et de liaison aux phospholipides. Enfin, le domaine IV contient
cing motifs EF hand qui permettent la liaison au calcium et I'activation des calpaines. (Storr

et al.,, 2011)

Les calpaines 1 et 2 peuvent s’associer a une sous unité régulatrice la calpaine S1 et
ainsi former des hétérodimeres. Cette derniére étant composée de deux domaines (V et VI).

(Figure 21 ) (Storr et al., 2011)
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Figure 21: Structure des calpaines ubiquitaires

La calpaine-1 et la calpaine-2 sont des sous unités catalytiques de 80kDa qui contiennent les
domaines protéases ainsi que le domaine IV constitué de domaines EF-Hands. La calpaine S1 est une
sous unité régulatrice de 28kDa qui s’associe a la calpaine-1 ou la calpaine-2 pour former un
hétérodimeére. D’aprés Ludovic Leloup et al., 2010

1.4. La calpaine-6

Bien que le systéme des calpaines classiques soit le mieux décrit, plusieurs autres

calpaines, comme la calpaine-6, sont exprimées de facon plus spécifique dans certains tissus.

1.4.1. Structure

Le gene de la calpaine-6 (CAPNG6) aussi appelé CAPNX ou Calpamoduline est situé sur
le chromosome X en position g23. La calpaine-6 est une calpaine atypique, car le résidu
cystéine du site actif est remplacé par une lysine chez I’'homme (Figure 22). Cette différence
laisse supposer que la calpaine-6 ne posséde pas d’activité protéolytique (Dear et al., 1997).
Une autre caractéristique qui différencie la calpaine-6 des calpaines classiques est la région C
terminale, celle-ci ne possede pas d’homologie avec le domaine IV des calpaines classiques
et ne posséde pas de domaine EF-hand. Cela suggere que la calpaine-6 n’est pas capable de
lier le calcium. Ce domaine est appelé soit domaine T parce qu’il présente une homologie
avec Caenorhabditis elegans, soit domaine C2 parce qu’il est comparable aux domaines C2

des Protéine Kinase C (PKC) (Croall & Ersfeld, 2007).
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Figure 22 : Comparaison de la structure de la calpaine-6 avec une calpaine classique, la calpaine-1
La calpaine-1 est une calpaine classique, elle posséde 4 domaines, le domaine |, pro-domaine, le
domaine Il qui est le domaine catalytique, et les domaines Ill et IV qui sont des domaines
d’interaction avec le calcium et divers partenaires moléculaires via les EF hands.

La calpaine-6 a une structure similaire a celle des calpaines classiques mais le résidu cystéine (115) du
site actif est remplacé par une lysine. Une autre caractéristique qui différencie la calpaine-6 des
calpaines classiques est la région C terminale, celle-ci ne posséde pas d’homologie avec le domaine IV
des calpaines classiques et ne posséde pas de domaine EF-hand. D’apreés Croall & Ersfeld, 2007

1.4.2. Expression
La calpaine-6 possede une distribution plus restreinte que les calpaines classiques.
Initialement la calpaine-6 a été mise en évidence dans le placenta chez 'Homme (Figure 23)

et dans les ébauches des membres, au niveau de I'arc pharyngé et du muscle cardiaque au

cours du développement chez la souris. (Figure 24) (Dear et al., 1997; Dear & Boehm, 1999)
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Figure 23: Expression de la calpaine-6 dans 50 tissus humains
Northern Blot montrant I’expression de la calpaine-6 dans 50 tissus humains. L'emplacement précis
des différents ARN sur la membrane est montré dans le tableau. D’apreés Dear et al., 1997
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Figure 24: Expression de la calpaine-6 chez la souris
(A) Northern Blot montrant I'expression de la calpaine-6 dans différents tissus murins.
L'emplacement précis des différents ARN sur la membrane est montré dans le tableau
(B) Hybridation in situ de la calpaine-6 chez I'embryon de souris, la premiére photo montre une
coupe sagittale (mnp: museau en formation, lub: bourgeon pulmonaire, mes:
mésonéphros), la deuxieme photo montre un montage in toto, les fleches indiquant les
somites. D’aprés Dear & Boehm, 1999

Actuellement, les bases de données telles que GTEx ou Protein Altas montrent une
expression de la calpaine-6 dans certains tissus humains tels que les organes reproducteurs
males et femelles chez I'humain. (Figure 25) Cependant ces bases de données sont
principalement basées sur I'expression en ARN et ne montrent pas d’expression de la
protéine. De plus, dans les tissus sains notamment 'utérus, I'expression de la protéine n’a

pas été mis en évidence.
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Figure 25: Expression de la calpaine-6 chez I'homme dans les bases de données

Les différentes bases de données génomiques montrent une expression en ARN de la
calpaine dans certains tissus, notamment les organes reproducteurs males et femelles,
cependant, I'expression protéique de la calpaine-6 n’est pas mise en évidence dans ces
tissus. D’apres www.proteinatlas.org

Dear et coll.,, ont montré que I'expression de la calpaine-6 diminue fortement et
rapidement apreés la naissance chez I’'Homme. Ainsi son expression est extrémement faible
dans les cellules normales adultes. (Figure 26) (Dear et al., 1997) Chez la souris, I'expression
de la calpaine-6 pourrait étre moins restreinte aprés la naissance, mais elle a été détectée
surtout dans des conditions pathologiques ou dans des cultures cellulaires. Ainsi, la calpaine-
6 peut étre induite dans des macrophages dans un contexte inflammatoire (Miyazaki et al.,

2016).
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Figure 26: Expression de la calpaine-6 dans des tissus humains apreés la naissance
Northern Blot montrant I'expression de la calpaine-6 dans différents tissus humains aprés la
naissance. D’apres Dear et al., 1997

Finalement aprés la naissance, la calpaine n’est pas ou plus exprimée mais son
expression peut étre retrouvée dans certaines cellules cancéreuses. Ainsi, elle a été mise en
évidence dans des cellules de tumeurs utérines ou hépatiques (Liu et al., 2015; Skubitz &
Skubitz, 2003; Lee SJ, 2003). Nous avons également mis en évidence cette protéine dans des
cellules d’ostéosarcome. (Marion et al., 2012) Dans les cellules tumorales la calpaine-6 est
présente au niveau nucléaire et cytoplasmique. Cette localisation nucléaire semble étre un
autre élément qui la distingue des calpaines classiques qui sont majoritairement présentes

dans le cytoplasme et a la membrane plasmique. (Lee et al., 2008).

1.4.3. Régulation de I'’expression

La calpaine-6 a été mise en évidence comme une cible de la signalisation induite par

I’endothéline 1 (ET-1). (Tonami et al., 2007) Ces auteurs ont montré que I'expression de la
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calpaine-6 est supprimée spécifiguement dans la mandibule au cours du développement

chez des souris ET-1 7. (Figure 27)

Sauvage ET-1-/-
A e o B .t
hil

md hi_ \ md
sm il ' sm

Figure 27: L'expression de la calpaine-6 dans la mandibule est dépendante de I'ET-1 chez la souris
(A) et (B) Montage in toto d’embryons de souris sauvage ou ET-17"; on peut observer que la
calpaine-6 est exprimée dans le cceur et les bourgeons des membres (cartilage) chez la souris
sauvage. L’'expression de la calpaine-6 est diminuée spécifiguement dans les ébauches
cartilagineuses de la souris ET-17 (B). (ht: heart, hl: bourgeon des pattes postérieures, md :
mandibule, sm : somites, fl : bourgeon des membres antérieurs) D’aprés Tonami et al., 2007

fl

Une autre étude de notre laboratoire a confirmé que I'expression de la calpaine-6 est
modulée par I'ET-1 dans des cellules d’ostéosarcome, cette cytokine induisant les voies de
signalisation impliquant ERK1/2, PI3K/AKT et NFkB. (Marion et al.,, 2012) Ce travail avait
également montré que cette signalisation et I'expression de la calpaine-6 est contrdlée par

un protéoglycane de surface, le syndécan-2.

Ces résultats étaient cohérents avec ceux de Liu et coll., qui avaient utilisé différentes
lignées cancéreuses et des fibroblastes embryonnaires pour montrer que la calpaine-6 est
régulée par la voie PI3K/AKT (Figure 28). (Liu et al., 2011) En effet, I'inhibition de PI3K ou la
suppression d’AKT induit une diminution de I'expression de la calpaine-6. Alors que la
stimulation de cette voie par des facteurs de croissance comme I'lGF-1, ou par I'inactivation
de PTEN conduit a une augmentation de I'expression de la calpaine-6. Ces auteurs ont
montré que la signalisation PI3K/AKT module la transcription du géne CAPN6 notamment en
activant les facteurs de transcription Ap1, Oct-1et FoxD3 mais aussi augmente le niveau de la

protéine en inhibant sa dégradation. (Liu et al., 2011)
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Figure 28: L'expression de la calpaine-6 dépend de la voie PI3K/AKT
(A) L'inhibition de PI3K ou AKT entraine une diminution de I'expression de la calpaine-6 dans des
lignées cancéreuses et dans des fibroblastes (Western Blot)
(B) La stimulation de la voie PI3K/AKT par de I'lGF ou l'inhibition de PTEN entraine une
augmentation de I’expression de la calpaine-6 (Western Blot). D’apres Liu et al., 2011

Hong et coll.,, ont par ailleurs montré que la calpaine-6 était supprimée par un
glucocorticoide dans des macrophages différenciés en ostéoclastes sans déterminer les
mécanismes impliqués. L'expression de la calpaine-6 est aussi augmentée dans des

macrophages par des cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-a. (Miyazaki et al., 2016).

Enfin, récemment, Liu et coll.,, ont démontré que la calpaine-6 est une cible du micro

ARN-449a (miR-449a). (Liu et al., 2015)

1.4.4. Fonctions

Aucun substrat de la calpaine-6 n’a été découvert. De ce fait, la calpaine-6 pourrait

soit ne pas posséder d’activité catalytique, soit posséder une activité différente.

1.4.4.1. Calpaine-6 et cytosquelette

Tonami et coll., sont les principaux acteurs des études existantes sur les fonctions de
la calpaine-6. Ce groupe a tout d’abord montré que la calpaine-6 est un facteur stabilisateur
du réseau de microtubules au cours de la division cellulaire. (Tonami et al., 2007) En utilisant
un plasmide codant pour une protéine fusionnée avec la GFP, ils ont pu montrer comment la
surexpression de calpaine-6 perturbe la cytodiérese (étape terminale de la division cellulaire
conduisant a la séparation des deux cellules filles) et induit la présence de cellules multi
nucléés. (Figure 29) A l'inverse, I'inhibition de I'expression de la calpaine-6 par des siRNA

dans des cellules fibroblastiques induit une perturbation de I'organisation des microtubules
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et une mobilité cellulaire accrue. Enfin, cette étude montre que la calpaine-6 interagit avec
les microtubules par son domaine lll, et augmente l'acétylation de la tubuline-a et la
résistance au nocodazole. La calpaine- 6 semble donc impliquée dans la régulation de la

dynamique des microtubules et dans I'organisation du cytosquelette.

GFP GFP-Capn6

Figure 29 : Effet de la surexpression de calpaine-6 dans les cellules au cours de la division cellulaire
Des cellules Hela, ont été transfectées soit avec un plasmide codant pour la GFP, soit avec un
plasmide codant pour la protéine de fusion Calpaine-6-GFP. Au cours de la division cellulaire, la
surexpression de calpaine a pour effet de bloquer la phase terminale de la division. Les cellules
résultant de ces divisions anormales sont multinucléées. D’aprés Tonami et al., 2007

Par ailleurs, il a été rapporté que la dexaméthasone qui bloque fortement
I’expression de la calpaine-6 dans des macrophages induit également une inhibition de la

stabilité des microtubules et de leur acétylation. (Hong et al., 2011).

La calpaine-6 est aussi un régulateur indirect de la signalisation importante dans
I'organisation et la dynamique du cytosquelette. Ainsi, il a été montré que l'inhibition de la
calpaine-6 induit I'activation de Racl et la formation de lamellipode ; Cette activation étant
dépendante de GEF-H1, facteur qui est libéré lors de la dépolymérisation des microtubules
(Tonami et al.,, 2011). D’autre part, dans le cadre de I'étude des mécanismes de
I'athérosclérose, Miyazaki et coll., ont montré que la calpaine-6 induite dans des
macrophages par le TNFa était responsable d’une hyper pinocytose résultant d’une

perturbation de la signalisation Racl. (Miyazaki et al., 2016)

1.4.4.2 Calpaine-6 et différenciation cellulaire

Tonami et coll., ont développé une souris dans laquelle le géne de la calpaine-6 a été

IacZ/Y)

supprimé et remplacé par le gene lacZ (Capné Les muscles des souris déficientes en

calpaine-6 se développent plus rapidement que ceux des souris sauvages. (Figure 30A). De

plus chez les souris Capn6 "

adultes les fibres musculaires se régénérent plus vite apres
I'induction d’une lésion par injection de cardiotoxine que chez les souris sauvages. (Figure

30B) L'ensemble de ces résultats suggerent que la calpaine-6 pourrait-étre un inhibiteur de
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la différenciation des cellules musculaires au cours du développement et au cours de la

réparation tissulaire chez la souris. (Tonami et al., 2013)

A B Ca pnsfacZH Ca pnsiacszacz
Capn6*"Y (Wt) Capn6'2cZY (Hemi) (Het) (Ho)
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7 Jours 7 Jours
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Figure 30 : La calpaine-6 : inhibiteur de la différenciation musculaire au cours du développement et
de la réparation tissulaire

(A) Cellules primaire musculaire de souris sauvages ou de souris hétérozygotes Calp6 . Les
cellules sont cultivées dans un milieu de différenciation pour cellules musculaires. Apres 5
jours de cultures le nombre de noyaux dans les myofibrilles obtenues a partir des cellules de
souris Calp6“’cz/Y est plus important que celui des myofibrilles obtenues a partir de cellules
sauvages.

(B) Analyse histologique des muscles de souris homozygotes KO calpaine-6 ou hétérozygotes 4
et 7 jours apres injection de cardiotoxine (lésion musculaire) ou de PBS (contrdle). 4 jours
aprés la lésion, la régénération musculaire est visible dans les deux groupes de souris.
Cependant, dans le groupe KO total, le nombre de noyaux présents dans les cellules
musculaires est plus important 7 jours apres la lIésion musculaire. D’aprés Tonami et al., 2013

Lacz/Y

L1.4.4.3 Calpaine-6 et tumeurs

Lee et coll., ont montré grace a des études immunohistochimiques que I'expression

de la calpaine-6 était liée au grade des tumeurs utérines (Figure 31). (Lee et al., 2008)
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Figure 31: Immunohistochimie anti-calpaine-6 dans les cancers utérins
(A) Epithélium cervical sain,
(B) Epithélium cervical sain, dans les deux cas, aucun marquage n’est visible,
(C) Placenta,
(D) Lésion intraépithéliale squameuse de bas grade,
(E) Lésion intraépithéliale squameuse de haut grade,
(F) Carcinome invasif. D’aprés Lee et al., 2008

Marion et coll.,, ont mis en évidence une forte expression de la protéine dans des
tumeurs qui sont des récidives d’ostéosarcomes et que |'expression de la calpaine-6 est
inversement corrélée a la réponse des patients aux traitements de chimiothérapies. (Figure

32) (Marion et al., 2012)
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Figure 32 : L’expression de la calpaine-6 est lié a la chimiorésistance des ostéosarcomes
(A) Analyse immunohistochimique anti-calpaine-6 sur des TMA issus de récidives
d’ostéosarcomes
(B) Lexpression de la calpaine-6 dans les tumeurs primaires osseuses est inversement corrélée a
la réponse des patients aux traitements de chimiothérapie. (% de cellules nécrotiques dans
les tumeurs) D’aprés Marion et al., 2012

De facon cohérente, la calpaine-6 semble avoir un role protecteur dans les cellules
cancéreuses. Dans les cancers utérins, il a été montré que la calpaine-6 protéege de
I’'apoptose induite par la cisplatine en inhibant I'expression de la caspase-3. (Rho et al., 2008)
Cependant le mécanisme par lequel la calpaine-6 inhibe la caspase-3 n’a pas été mis en
évidence. Dans les ostéosarcomes, in vitro, I'inhibition de la calpaine-6 par des shRNA a
permis d’augmenter la réponse des cellules d’ostéosarcome a la doxorubicine (Figure 33).

(Marion et al., 2012)
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Figure 33: La calpaine-6 joue un role protecteur dans les cellules d'ostéosarcomes

Effet de I'inhibition de la calpain-6 dans des cellules U20S ou U20S résistantes traitées avec 50ng/ml
de doxorubicine. Les cellules ont été transfectées avec des shNS ou des shCalpaine-6. Le nombre de
cellules apoptotiques a été déterminé par coloration APOPercentage sous microscope et a été
corrigé par le nombre total de cellule. D’apres Marion et al., 2012

D’autre part, la surexpression de la calpaine-6 dans les cellules HUVEC (cellules
endothéliales de la veine ombilicale) augmente les capacités angiogéniques de ces cellules.
(Rho et al., 2008). Alors que l'inhibition de la calpaine-6 dans des lignées tumorales et des
fibroblastes embryonnaires induit une diminution de la phase S du cycle cellulaire, ainsi
gu’une diminution de I'expression de la cycline D1. L’expression des protéines E-cadhérine et
N-cadhérine ne sont pas modulées par la calpaine-6, ce qui suggere que la calpaine-6
pourrait ne pas étre impliquée dans la transition épithélio-mésenchymateuse (Liu et al.,

2011).

L'ensemble de ces résultats suggerent que la calpaine-6 peut-étre liée a la malignité des

cellules tumorales et pourrait donc étre une cible thérapeutique intéressante.
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Objectifs du travail
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Objectifs du travail

Les chances de survie des patients avec un sarcome osseux n’évoluent plus depuis
des décennies malgré les essais de nouvelles thérapies et les progres de la chirurgie.
Notamment le nombre de patients qui développent des métastases, principales causes de
mortalité, ne régresse pas. En fait, les chimiothérapies conventionnelles et les thérapies
récentes qui ciblent des voies de signalisation affectent de facon indifférenciée toutes les
cellules tumorales mais également des cellules saines. L'objectif général du travail est de
mettre en évidence de nouvelles cibles thérapeutiques pour améliorer le traitement des

sarcomes osseux.

Nous avons montré précédemment qu’une calpaine atypique, la calpaine-6, est
impliquée dans la chimiorésistance des ostéosarcomes. D’autres travaux, ont montré que
cette calpaine joue également un role anti-apoptotique et pro-angiogénique dans des
tumeurs utérines. Cette protéine pourrait étre une cible thérapeutique intéressante parce
gue son expression est trés restreinte apres la naissance chez 'homme et qu’elle pourrait
étre une protéine oncofcetales donc une cible plus spécifique. Peu de données étaient
disponibles concernant la calpaine-6 et sa régulation. Une seule publication, utilisant des
banques de données de transcriptomes, rapporte une étude de corrélation entre
I’expression de la calpaine-6 et le grade, la présence de métastases ou la survie des patients
avec des tumeurs de la téte et du cou. Aucune corrélation significative n’a été trouvée avec
le grade ou les métastases. Les auteurs montrent cependant une corrélation entre
I’expression de la calpaine-6 et la survie des patients. Ces résultats sont donc contradictoires

avec le role pro-apoptotique mis en évidence par ailleurs.

Une des premieres questions que nous avons essayé de résoudre était celle des
mécanismes contrbélant I'expression anormale de cette protéine dans les cellules tumorales.
Pour cela nous avons réalisé une étude in silico de la séquence régulatrice du gene CAPN6 en
5’ de I'ATG. Puis nous avons identifié le promoteur actif et cloné la séquence régulatrice et
ce promoteur devant un geéne rapporteur pour étudier son activité transactivatrice. Nous
nous sommes intéressés plus particulierement aux sites consensus pour les facteurs NF-kB et
HIF qui sont présents sur cette séquence. Cela nous a conduits a explorer la régulation de la

calpaine-6 par I’hypoxie.
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L'analyse de la séquence régulatrice de CAPN6 a mis en évidence également un
nombre important de sites consensus pour les facteurs de transcription Oct4, Sox2 et Nanog.
Nous avons étudié les interactions entre ces facteurs et la séquence régulatrice de la

calpaine-6.

Oct4, Sox2 et Nanog étant des facteurs de transcription qui font partie d’un
programme spécifique de contréle du renouvellement et de la multipotence des cellules
souche embryonnaires, nous avons ensuite cherché a déterminer la relation entre
I’expression de la calpaine-6 et la tumorigenése des sarcomes osseux et, en particulier, si
cette expression était corrélée avec I'acquisition de propriétés de CSC. Nous avons construit
un systéme rapporteur dans lequel la GFP membranaire est sous le controle de la séquence
régulatrice de la calpaine-6 pour identifier les cellules exprimant la calpaine-6 et caractériser

leur comportement.

Nous avons également étudié les fonctions de la calpaine-6. Pour cela nous avons

utilisé le systéme CRISPR/Cas9 pour inhiber son expression.
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Premiere partie : La calpaine-6 controle
le destin des cellules souche
cancereuses dans les sarcomes osseux
en favorisant 'lautophagie et en
empéchant la sénescence
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Chapitre I: La calpaine-6 controéle le destin des cellules souche
cancéreuses dans les sarcomes osseux en favorisant I'autophagie et en

empéchant la sénescence

L. Introduction

Malgré I'amélioration des techniques chirurgicales et la mise en oeuvre des
chimiothérapies agressives, le taux de survie des patients développant un sarcome osseux
est de 70% pour les patients atteints d'une tumeur locale et moins de 30% pour les patients
présentant une rechute ou des métastases. (Allemani et al., 2016) De plus, le nombre de
patients développant des récidives ou des métastases n’a pas diminué depuis 30 ans. Il est
donc important de mieux comprendre la biologie de ces tumeurs pour trouver de nouvelles
cibles thérapeutiques. Un des modeles du développement tumoral repose sur |'apparition de
clones cellulaires avec des propriétés de CSC. (Alfranca et al., 2015; Valent et al., 2012) Le
concept de CSC est maintenant largement accepté comme acteur majeur de la leucémie et
du carcinome, mais il existe encore peu de données qui valident cette hypothese dans les
sarcomes. Cela est di au manque d'outils spécifiques pour distinguer et caractériser de telles
cellules qui pourraient étre présentes en nombre trés limité dans les tumeurs. (Pattabiraman
& Weinberg, 2014) Si le développement des sarcomes dépend de CSC cela implique une
organisation hiérarchique. On peut attendre des CSC qu’elles aient notamment des capacités
a former des tumeurs plus importantes que les autres cellules cancéreuses. Elles peuvent
également contribuer a la chimiorésistance et au processus métastatique. En fait Valent et
coll,. ont défini les CSC comme les cellules responsables de I'évolution maligne des tumeurs.

(Valent et al., 2012)

La calpaine-6 est une calpaine atypique qui controle I'organisation du cytosquelette
d'actine et la stabilité du réseau de microtubules pendant la cytodiérese. (Tonami et al.,
2007) La calpaine-6 agit comme un inhibiteur de la différenciation des muscles squelettiques
pendant le développement et la régénération chez la souris. (Tonami et al., 2013) En plus du
placenta, de tissus embryonnaires et de macrophages dans certaines conditions
pathologiques, la calpaine-6 n'a été détectée que dans des cellules tumorales. (Lee et al.,
2008; Marion et al., 2012; Miyazaki et al., 2016) Nous avons déja montré que la calpaine-6

est présente dans les ostéosarcomes et les métastases pulmonaires dérivées
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d'ostéosarcome et que son expression est particulierement élevée dans des récidives de
tumeurs osseuses. (Marion et al., 2012) De plus, I'expression de la calpaine-6 dans les
cellules cancéreuses est associée a la chimiorésistance et a I'inhibition de I'apoptose. (Liu et
al., 2015) L'ensemble de ces données suggérant que |'expression de la calpaine-6 est liée au
développement et a la progression tumorale. Le but de cette étude était de déterminer si
I’expression de la calpaine-6 dans des cellules de sarcome pouvait-étre associée a des
caractéristiques de CSC. Nous avons utilisé des lignées cellulaires avec des origines et des
altérations géniques différentes ainsi que des modeéles de tumeurs osseuses chez la souris.
Etant donné les difficultés rencontrées pour détecter la protéine et les transcrits, nous avons
construit un systéme rapporteur basé sur la séquence régulatrice du gene CAPN6 contrélant
I'expression de la GFP. Ce systeme nous a permis de caractériser le comportement
particulier des cellules qui expriment la calpaine-6, a la téte d’une hiérarchie cellulaire et les
capacités tumorales accrues de ces cellules. Nous avons ensuite créé des lignées cellulaires
dans lesquelles I'expression de la calpaine-6 est bloquée en utilisant des plasmides ou des
lentivirus codant des ARN guide spécifiques et la Cas9. Cela nous a permis de mettre en
évidence des fonctions importantes de la calpaine-6 dans les CSC. Nos résultats montrent
gue la calpaine-6 est un marqueur de CS de sarcome. Cette protéine contréle le destin des

CSC en inhibant I’entrée en sénescence et en favorisant 'autophagie.
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II. Résultats
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Summary

Cancer stem cells contribute to sarcoma development, but lack of specific markers prevents their
characterization and the possibility of targeting. Veduthe regulatory sequence of calpain-6 in
reporter constructions to identify calpaine&pressing cells. These cells were tumor-initiating

cells and behaved like stem cells at the apex of the cellular hierarchy. Calpain-6 expression
depeneéd on the stem-cell transcription network that involves Oct4, Nanog, and Sox2 and was
activated by hypoxia. Calpain-6 knockdown bledkumor development and induced depletion

of sarcoma stem cells. Calpain-6 was inversely associated with expression of senescence markers
but was associated with a dynamic autophagy flux. Calpain-6 knockdown induced cell tentry in
senescence and suppressed autophagy flux. Our results reveal that calpain-6 identifies sarcoma
stem-cell and plays an important roleaaggulator of cancer cell fate driving a switch between
autophagy and senescence. Calpais# promising therapeutic target to suppress sarcoma stem

cells.



I ntroduction

Sarcomas occur in soft connective tissues and bones (Doyle 2014). The leitmotif in reports
dedicated to these cancers is the failure to increase the survival rate, which is 70% for patients
with a local tumor and less than 30% for patients with relapse or metastases, and this, despite
improvements in surgical techniques and the implementation of aggressive chemotherapies
(Allemani et al. 2015). Indeed, the number of patients with long-term metastatic disease has
reached a plateau for decades.

Although sarcomas have various cellular origins, histologic features and genomic alterations,
patients hag similar outcome. A general mechanism proposed is that the malignant progression
of cancers relies on the emergence of cell clones with cancer stem cell (CSC) properties (Eide &
Druker 2017; Valent et al. 2012). This progression could depend on genetic modifications
epigenetic regulation and specialized environments (Zaidi et al. 2017; Aponte & Caicedo 2017).
The concept of CSCs is currently accepte asajor contributorto leukemia and carcinomas,

but we have only few data that document this hypothesis for sarcomas because we lack specific
tools to distinguish and characterize such cells, which could be rare in rare tumors (Pattabiraman
& Weinberg 2014).

Calpain-6 is an atypical calpain that was shown to control actin cytoskeleton organization and
microtubule network stability during cytokinesis (Tonami et al. 2007). Calpain-6 functions as an
inhibitor of skeletal muscle differentiation during development and regeneration in mice (Tonami
et al. 2013b). Besides being detected in placenta, embryonic tissues and macrophages under
pathological conditions, calpain-6 has been detected in tumor cells (Tonami et al. 2013a;
Miyazaki et al. 2016; Lee et al. n.d.; Marion et al. 2012). We previously reported that calpain-6 is

present in osteosarcomas and osteosarcoma-derived lung metastdsés expression is



especially high in bone tumor recurrence (Marion et al. 2012). Moreover, calpain-6 expression in
cancer cells is associated with the inhibition of apoptosis and chemoresistance (Lee et al. n.d.;
Marion et al. 2012; Liu et al. 2016). Togeth#ese data suggest that calpain-6 expression may
be related to the malignant progression of primary tumors.

We ained to identify the calpain-&xpressing cells among sarcoma cell populations. To that
purposewe used the regulatory sequence of calpain-6 in reporter constructions. Calpain-6
expressing cells had high tumorigenic abilities that were related to CSC featulgmn-6a
expression depeed on the stem-cell pathway involving Oct4, Sox2 and Nanog, especially for
upregulation by hypoxia. In human tumors and cell lines, caarpression was inversely
associated with that of senescence markers, and calpain-6 knockdown restoredt@nlwy in
senescence state. In contrast, cal@gaiostered autophagy and thereby controlled cancer cell fate

to maintain the stem cell population.



Results

Calpain-6 expression is associated with sarcoma malignancy.

Although calpain-6 was found aberrantly expressed in different tumors and to act as an anti-
apoptotic and pro-angiogenic factor, we have few data from large genomic analysesloty

the relation between calpain-6 expression and tumor grade or prognostics. To determine the
possible role of calpain-6 in sarcoma cell malignamey used cellular and mouse sarcoma
models and reporter constructs, thereby avoiding the pitfalls of antibody-based methods. First, we
identified the active promoter @APN6 and characterized the regulatory activities in the 6988-
base pairs sequence upstream of the ATG codon (®jlffBdpplementary Figy 1 and 2). This

DNA fragment was cload upstream of the luciferase-coding sequence (Calp6-P-LUC), which
allowed for demonstrating that Calp6-P transactivation actisipiegulated by endothelin-1 by
activating theNF-kB pathway (Supplementary Fig. 2). Hence, the same mechanisms control
Calp6-P activity and calpain-6 mRNA expression (Marion et al. 2012).

Luciferase was then replaced by membrane GFReregorter gene under the control of Calp6-
(Calp6-P-GFP). Different cell lines with various origins and gene alterations were transfected and
selected for stable integration of the GFP reporter construct (Fig. 1A and Supplementary Fig.
3A). Levels of calpairé mRNA and protein were higher in sorted human GFP-expressing cells
(Calp6-P-GFP+) than non-GFP expressing cells (Calp6-P-GFP-) or unsorse(Cediiic-P-GFpP
(Supplemental Fig. 3B,C). As well, calpain-6 mRNA level was higher in Calp6-P-@tdp+

GFP- mouse K7M2 cells, even though Calp6-P was the human sequence (Fig. 1B). Hence,
Calp6-P-driven GFP and calpain-6 expression were actually associated, whichesgatidat

reporter construct used to study calpaiepressing cells.



We then used immunofluorescence and bioluminescence to investigate the fate iof6ealpa
expressing celli vivo in a syngeneic model of bone tumor that involved implanting Calp6-P-
GFP K7M2 cells ito the tibia of Balb/c mice as previously described (Dieudonné et al. 2012).
These cells were transduced and selected to express luciferase under the control of a strong
promoter,EFla (Luc-Calp6-P-GFP K7M2). Six weeks later, luciferase-expressing cancer cells
were detected in the bone marrow of tibias with implantation of unsorted and sorted Luc-Calp6-
P-GFP+ cells but not bone marrow of mice injected with sorted Luc-Calp6-P-GFP- cglls (Fi
1C). Local bioluminescent signal was continuously increased with implantation of Luc-Calp6-P-
GFP+ K7M2 cells (Fig. ,E). In mice injected with sorted Luc-Calp6-P-GFP- cells, the signal
increased slightly until the second week, then decreased thereafter¥fgy. Ih H&E-stained
sections of mouse lungs, metastatic nodules were more numerous and larger with implantation of
unsorted or Luc-Calp6-P-GFP+ than Luc-Calp6-P-GFP- K7M2 cells (FiG,H).

To determine whether the reduced metastatic disease in Luc-Calp6-P-GFP- mietatedsto

the absence of bone tumor or whether calpagxpressing cells were directly involved in the
metastatic process, we injected 10-fold less sorted Luc-Calp6-P-GFP- or GFP+ K7M2 cells into
mouse tibias. Mice did not show local bone tumor within the 3 months after cell implantation.

At this time, lung tissues were dissociated and lung cells were cultured with neomycin to select
cancer cells. Sarcoma cell colonies grew only in cultures of lung cells from micedhyeith
Calp6-P-GFP+ K7M2 cells (Fig. 11). Together, our results show that calpaxpssing cells

are responsible for primary bone tumor formation and metastatic progression of osteosarcoma in
the K7M2 cell-derived mouse model.

Calpain-6 expression isa marker of stem-like cells.

We next investigated the mechanisms involved in the specific tumorigenic properties of calpain-

6-expressing cells. Measurement of DNA content in different cell lines showed a shift in G2/M
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at the expese of G1 for Calp6-P-GFP+ versus GFP- cells, especially in 143B and TC71 human
cell lines (Fig. 2A and SupplemenyaFig. 4C). Consistently, the human Calp6-P-GFP+ cells
showed higher levels of the proliferating marker Ki67 (Fig. 2C and Supplementary Figo4D),
human calpain-éexpressing cells may have a proliferating advantage. However, Calp6-P-GFP-
and GFP+ mouse K7M2 cells did not differ in the overall cell cycle or Ki67 expression (Fig.
2B,D). Hence, not modifying the proliferation contributed to the tumorigenic activity of mouse
Calp6-P-GFP+ K7M2 cells. The proportion of Calp6-P-GFP+ cells appeared stable in confluent
cultures of the different cell lines with multiple cell passage, which suggests self-renewiigl ac

in these cells (Supplementary Fig. 5A). However, the proportion of GFP+ cells decreased and
that of GFP- cells increased during human and mouse cell proliferation (Supplementary Fig.
5B,C).

We then sorted 143B Calp6-P-GFP- and GFP+ tellseed and culture them sepaat®or 5

days The Calp6-P-GFP- cell culture contained only 0.1% GFP+ cells, whered3athé-P-

GFP+ cell culture contained 35.4% GFP- cells (Fig. 2E). These results suggest that Calp6-P-
GFP- cells could result from GFP+ cell division. In another h&@#ah6-P-GFP+ K7M2 cell-
derived tumors displayed a histological heterogeneity andetbbke tumors obtained with
unsorted K7M2 cells (Fig. 2F). Together, these results suggest that calpapressing cells
behave like self-renewing stem cells at the tbfhe cellular hierarchy.

To further characterize the possible stem-cell features cetbells, we performed sphere
formation assays as a classical test to show self-renewing stem-like cells (Grimshaw et al. 2008)
Human and mouse cells were cudtdron non-adherent plastic in stem-esflecific medium.

Every cell of the floating spheres at the 2- to 3-cell stage expressed GFP, but the proportion of
Calp6-P-GFP+ cells was decreased in larger spheres and was not significantlytdifbenethat

in adherent monolayer cultures of unsorted Calp6-P-GFP cells (Fig. 2G,H, Supplementary Fig
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5D). Colony-formation ability was greater for sorted Calp6-P-GFP+ cells of the diffestnt

lines than Calp6-P-GFP- cells (Fig. 21,J). Hence, Calp6-P-GFP+ cellaragpt® be sphere-
initiating cells. This finding strengthens the idea that calpaexpressing cells have high
tumorigenic potential because they have stemness features.

Calpain-6 expression depends on the hypoxic environment and stem-cell pluripotency
factors: Oct4, Sox2 and Nanog.

A striking feature of the Calp6-P sequence is the high number and distribution of consensus sites
for the stem-cell pluripotency factors Oct-4, Nanog and Sox2 (Fig. 3A). Under standard culture
conditions (21% @), chromatin immunoprecipitation (ChIP) failed to show Nanog or Sox2
bound to Calp6-P (Fig 3BHowever, a previously reported (Petruzzelli et al. 20{Mathieu et

al. 2011), hypoxia (3% £) upregulated the expression of these factors, which allowed for
detecting Calp6-Rassociated Oct-4, Nanog and Sox2 in sarcoma cells (Fig. 3B,C and
Supplementary Fig. 6A,B,C). Hypoxia also increased the transactivation activity of Cadg6-P (
shown by increased GFP expression) and calpain-6 expression in diverse cancer ¢€lglines
3D; supplementy Fig. 7A,B,Q.

To determine whether calpain-6 expression was assodiatédo with hypoxic environments,

mice with K7M2-cell-derived bone tumors were injected with pimonidazol as
hypoxyprobe(Aguilera & Brekken 2014). Immunofluorescence showed the highest @&ilpain-
expression in hypoxic areas within tumor sections (Fig. 3E). Also, in human osteosarcoma
sections, calpain-6 was detected in areas where hypakiaible factor 1 o (HIF-1a)
accumulated (Fig. 3F). We then used specific sSiRNA to block IdIF9ct-4, Nanog or Sox2
induction by hypoxia (Supplementary Fig. 6A,B,C). Consistent with the interdependency that
was previously reported(Wang et al. 2013), the suppression of only 1 of the 4 transcription

factors (HIFda, Oct-4, Sox2 and Nanog) was sufficient to block the hypoxia-dependent
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expression of Oct-4, Nanog and Sox2 (Supplemental Fig. 6A,B,C). siRNA knockdown of Oct-4,
Sox2 and Nanog also blocked the increased calpain-6 mRNA level in hypoxic cells (Figh 3G). |
contrast, co-expression of Oct-4, Nanog and Sox2 but not their individual expression increased
calpain-6 mRNA level in cells cultured with 21% (@Fig. 3H). These results indicate that Oct-4,
Nanog and Sox2 induced via Hlke- act together to mediate hypoxia-dependent promotion of
calpain-6 expression.

Together, these findings show that Oct-4, Nanog and Sox2 function together as direct
transactivators binding the regulatory sequence of calpain-6. Hence, calpain-6 is expressed in
cells with a functional stem-cell pathway.

Calpain-6 expression isrequired for sarcoma-cell tumorigenicity.

To determine whether calpain-6 hafinctional role during tumor development, we used double
nicking by RNA-guided CRISPR-Cas9 in the K7M2 mouse cell line or a single crRNA sequence
coded with Cas9 by a lentiviral vector to stably knock down calpain-6 expression in human cells
(Supplementary Fig. 8A,B). CRISPR/Cas9 systems reduced calpain-6 mRNA expression and
abolished calpain-6 upregulation induced by hypoxia (FigBLA

Calpain-&® or control cells were then implanted into tibia of BALB/c mice or immunodeficient
mice. Luciferase-expressing CalpaifR8<7M2 cells generated a weak bioluminescent signal for

the first two weeks that disappear thereafter. In contrast, control K7M2 cells; formed tumors
overtime (Fig. 4C). Similarly, knockdown of calpain-6 expression in human osteosarcoma 143B
cells strongly reduced tumor development in tibias of immunodeficient mice (Fig. 4D). Survival
was better for mice with calpairi® cell injection versus control cell injection (Fig. 4E,F).
Therefore, calpain-6 not only can identify CSCs but also has a functional role during
tumorigenesis. Indeed, calpain-6 knockdown resulted in a striking decrease in the proportion of

Calp6-P-GFP+ cells in osteosarcoma populations (Fig. @Gnsistently, calpain-6 knockdown
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strongly suppressed colony formation on the non-adherent plastic in the serum-free stem cell
medium (Supplementary Fig. 80,[Hence, calpain-6 acts to maintain the stem cell population.
Lack of calpain-6in sarcoma cellsis associated with senescence.

To further investigate the calpain-6 function in CSC, we analyzed transcriptomes of primary
untreated human sarcomas, comparing tumors with low and high levels of calpain-6. Both RNA-
seq and microarray transcriptome profiling revealed lower levels of markers of senescence in
calpain-6-expressig than —non-expressing tumors (Fig. 93). Because senescence plays
crucial role in the response to chemotherapy and sugsressaor growth by limiting cancer

cells lifespan (Bartkova et al. 2006; Sharpless & DePinho 20l&ke results appeared of
particular interest. PCR confirmed that the expression of senescence-associated secretory
phenotype (SASP) genesd levels of senescence markers p21 and pl6 were lower in sorted
Calp6-P-GFP+ than GFP- populations (Supplementary Fig.B)9ANn situ, senescence-
associate@-Galactosidase (SB-Gal) activity was mostly detected in very confluent GFP- cells
(Fig. 5C). Flow cytometry further revealed tisA-p-Gal activity was reduced in Calp6-P-GFP+
cells of the different cell lines (Fig. 9DHowever, calpain-6 knockdown increased SASP gene
expression and enhanced the number of cells withB-&& activity (Supplementary Fig.
9C,D,E). GATA4 is a p53-independent transcription factor that regulates SASP gene expression
and senescence (Kang et al. 2015). Consistent with the data showing that hypoxia can prevent
senescence, reduced, @ressure decreased GATA4 protein level in 143B cells (Fig. 5E
However, hypoxia did not reduce GATA4 in calpaif®&ells (Fig. 5E). and GATA4 level was
higher in the nucleus of Calp6-P-GFP- than GFP+ cells cultured in 3%id0 5F). These data
suggest that calpain-6 is involved in the protective function of hypoxia in sarcoma cells. GATA4
levels are regulated by p62-mediated selective autophagy (Kang et al. 2015). Treating the cell

with bafilomycin Al, an inhibitor of autophagy, reversed the hypoxia-downregulated GATA4
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(Fig. 5E), so hypoxia required active autophagy to reduce GATA4 levels. Because calpain-6
knockdown had the same effeat bafilomycin Al on the hypoxia-dependent level of GATA4

we hypothesized a possible role for calpain-6 during this degradation process.

Calpain-6 expression is associated with dynamic autophagy flux.

The protein p62 is processed with GATA4 in autophagy flux. Immunofluorescence showed
accumulation of p62 punctuates in hypoxic Calp6-P-GFP- cells (Supplementary Fig. 10A), which
indicates a less dynamic autophagy process in these cells. Western blot anedaded tegher

levels of the autophagosome-associated form of LC3, LC3-Il, in Calp6-P-GFP+ 143B cells
(Supplementy Fig. 10B).

We next measured autophagy flux by using bafilomycin 1A. This inhibitor of the lysosome
terminal degradation disrupts autophagy flux and induces an accumulation of LC3-stained
autophagosomes depending on the autophagy activity. Immunofluorescence and cytometry
analyses revealed that bafilomycin induced mdi8 punctuates and greater LC3 accumulation
(ALC3) in Calp6-P-GFP+ than GFP- cells (Fig. BAand Supplemental Fig. 10C,D). The
difference between GFP- and GFP+ cells of the different cell liassi@tected when autophagy

was challengd by hypoxia. These data indicate more active autophagy in hypoxic GFP+ than
GFP- cells. As well, autophagy appeared to be active in calpaxpfessing cells in tumors
because immunofluorescence in human osteosarcoma tissues revealed thab-qadséive

cells expressed very high levels of the autophagosome marker Lamp2 (Figveé@id not find

any association between calpain-6 expression and levels of autophagy-related genes on
transcriptome or PCR analgsof cell lines. However, the hypoxia-dependent autophagy flux
(ALC3) was inhibited in calpain'® cells and strorly increased in calpain-verexpressing

143B cells (Fig. 6D,E and Supplementary Fig. 10E). These results suggest that calpain-6 is

directly involved in the autophagy process. Together, our data indicate that calpain-6 participates
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in the promoting effect of hypoxia on autophagy and the preventing effect on senescence and

thereby controls sarcoma stem-cell fate (Fig. 6F).

Discussion

Despite evidence that sarcomas contain cells with stem-like characteristics (Gibbs et al. 2005;
Chen et al. 2009; Fuijii et al. 2009; He et al. 2012; Suva et al. 2009), explaining the development
of these tumors using the general concept of CSC is a challenge (Magee et alPRilddly

due to the various cellular origins and the multiple genetic alterations involved, specific and
common markers or genetic signatures are still missing to distinguish stem cells from the bulk of
sarcoma cells. Here, using the calpain-6 regulatory sequence-based reporter we idefiified
that generated the other cell populations in monolayer and sphere culturies v@arad during

tumor formation in mice. We found that calpain-6 identifies cells that behave like stem cells at
the top of cellular hierarchy. Moreover calpain-6 expression is restrictecefopmpulation with

a functional regulatory network involving Oct-4, Sox2 and Nanog. Hence, calpain-6 is a target
gene ofa"stemness" pathway that is part of the common signature of embryonic stem and cancer
cells (Glinsky 2008).

Valent et al. defined CSCs as cells that confer malignancy to the tumors (Valent et alTR812).
stemness pathway that controls calpain-6 expression was found upregulated in poorly
differentiated tumors and associated with worse outcome (Ben-Porath et al. RO@R)r
osteosarcoma mouse model, only calpaiex@ressing cells were able to generate a tumor, and
suppression of calpai-inhibited tumor development in mouse and human cell-based mouse

tumor models. Therefore, calpairexpressing cells are tumor initiating cells.
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Calpain-6-expressing cells had unique metastatic capacities in our syngeneic mouse model
Moreover, we and others previously found that calpagxpressing cells are responsible for
tumor chemoresistance (Rho et al. 2008; Marion et al. 2012). Hence, calpain-6 expression is
definitively associated with malignant characteristics of sarcoma cells. Calpain-6 was able to
identify these populations in cell lines from diverse origins and with various genetic alterations.
Therefore, we propose calpain-6 as a marker of sarcoma SC.

Of note, transcriptional activity of Cal@®<could not be reactivated in cells that did not express
calpain-6, which suggests that the presence or absence of calpain-6 determines an irreversible
modification of the cell fate, in contrast to the possible plasticity that was previously described
for CSCs (Gao et al. 2014). Importantly, our results bring the first evidence of a possible
hierarchical organization of sarcomas and demonstrate the contribution of stem cells to the
development of these tumors.

The hypoxic environment supports chemoresistance and aggressiveness of the tumor cells
(Hockel & Vaupel 2001). HIFs control the stemness pathway modulating the loop involving
Oct4, Sox2 and Nanog (Petruzzelli et al. 2014). Our results indicate that calpain-6 expression is
increasedy hypoxia. We also show that calpain-6 is required for hypoxia-dependent autophagy
flux and the prevention of senescence. Calgamay be induced to mediate a specific stem-cell
adaptation to the tumor environment. Because calpain-6 knockdown did not modify the
expression of autophagy-related genes at the mRNA level but strongly impaired LC3
accumulation, calpaiB-may not alter upstream signaling that controls autophagy induction but
rather directly participates in the late phases of this process. This suggestion would be consistent
with its role in microtubule stabilization and actin cytoskeleton organization (Tonami et al. 2007;
Tonami et al. 2011) and could explain why the genomic analyses failed to reveal any relation

between calpain-6 expression in tumors and autophagy.
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Although autophagy may be involved as a tumor suppressor in early phases of cancer
development,t seems to be required in advanced tumors. Especially, autophagy was found
increased in various cancer cell spheres (Yang et al. 2017; Ran et al. 2017). Inhibition of
autophagy in these models altered CSC behavior. Moreover, autophagy was proposed to be a key
mechanism that contributes to the maintenance of normal and cancer stem-cell populations
Garcia-Prat et al. recently demonstrated that autophagy maintains the stemness of satellite cells
by preventing senescem(Garcia-Prat et al. 2016). To our knowledge, we bring the first evidence
that this switch between autophagy and senescence fates may also play a crucial role in
maintaining the CSC population during sarcoma developmiéns. evidence has important
implications for a therapeutic potential of calpain-6 inhibition that will be explored in future

studies.
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Figurelegends

Figure 1. Calpain-6-expressing cells are tumor-initiating cells. (A-C) Fluorescence
microscopy of Calp6-P-GFP K7M2 cell®)(RT-PCR analysis of calpain-6 mRNA expression in
sorted Calp6-P-GFP- and GFP+ K7M2 cells. Data are mean + SEM from 3 independent RNA
extracts by two-tailed Studenttest. C) Immunofluorescence of luciferase-expressing cells
(tumor cells) in sections of bone injected with unsorted Luc-Calp6-P-GFP or sorted Luc-Calp6-P-
GFP+ or GFP- K7M2 cells. The bones were collected 6 weeks post-implantation. Bone tissues
from non-injected mice were a contrdD)(Quantification of bioluminescent signal in tibias of
Luc-Calp6-P-GFP K7M2-implanted mice during tumor growth. n= 6 mice/grde)pTypical
images of the bioluminescent signal inagof K7M2-implanted mice K) Representative photos

of H&E stained lung sections from mice implanted for 6 weeks with unsorted Calp6-P-GFP or
sorted Calp6-P-GFP- or GFP+ K7M2 cell&) (Metastasis numberH() Metastasis area. n=5
mice (unsorted Calp6-P-GFP K7M2 cells), n=8 mice (sorted Calp6-P-GFP- or &HRA2

cells). Data are meah SEM. Two-tailed ANOVA test.l{ Cristal violet staining of K7M2 cells

in lung cell cultures. Each well was seeded with lung cells from a K7M2 bone-implanted mouse.
Arrows indicates cell clones.

Figure 2: Calpain-6-expressing cells are at the top of the cellular hierarchy. (A,B) Analyses

of cell cycle in Calp6-P-GFP- and GFP+ 143B cells (A) and K7M2 cells (B). (Cl@y F
cytometry of the proliferation marker Ki67 in 143B cells (C) and K7M2 cells (D). Data are mean
fluorescence intensity.Ej) Flow cytometry of Calp6-P-GFP-/+ cells 5 days after seeding of
unsorted, sorted Calp6-P-GFP- or GFP+ 143B cefl}.H&E of K7M2 and Calp6-P-GFP+
K7M2 cell-derived tumors.@,H) Fluorescence microscopy of GFP in little spheres (left panel)

and large spheres (right panel) of 143B cells (G) and K7M2 cells (H). $tem-cell colony-
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formation assay with 143B cells (I) and K7M2 cells (J). Data are mean + SEM fi®dm
independent cultures of 143B cells, and 4 independent cultures of K7M2 cells compased by t
tailed Student test.

Figure 3: Oct4, Sox2 and Nanog mediate calpain-6 upregulation by hypoxia. (A) Regulatory
sequencein 5’ upstream ATG in CAPN6. Gnsensus sites for Nanog, Oct4 and Sox2 are
indicated. Shaded text indicates putative promot&gsCHIP of genomic DNA from 143B cells

with control Ig, anti-Oct-4, anti-Sox2 or anti-Nanog antibodies. Cells were cultured in 21% or 3%
O,. Immunoprecipitated chromatin was analyzed in agarose gels or by qPCR. Data ate mean
SEM from 3 different immunoprecipitations by two-tailed Studem¢st. a1=0.063, a2=0.169,
a3=0.073, a4=0.053 and a5=0.023, a6=0.0318 are p values comparing to mock
immunoprecipitation.¢) RT-qPCR and western blot analysif calpain-6 in 143B and K7M2

cells cultured in 21% or 3% O2. Data are mearEMSf 3 extracts from different cultureD)
Representative immunofluorescence of calpain-6 and hypoxyprobe on sections of K7M2 cell-
derived bone tumorH) Representativenmunofluorescence of calpain-6 and Hlé4h sections

of human osteosarcomar)(RT-gPCR analysis of calpain-6 mRNA expression in 143B cells
transfected with control, Oct-4, Sox2 or Nanog siRNA in 143B cells cultured in 21% 0r3% O
(G) RT-gPCR analysis of calpain-6 mRNA expression in 143B cells transfected with empty
vector or Oct-4, Sox2 and/or Nanog coding vectors. Data are me&M+083 extracts from
different cultures compared by two-tailed Studentest. al=0.048, a2=0.001, a3=0.005,
a4=0.008, a5=0.0007, a6=0.048, a7=0.037, a8=0.001, a9=0.006, al0=0.001 are p values
comparing to control cells in 21%,(1=0.007, b2=0.009, b3=0.006 are p values comparing to
control cells in 3% @

Figure 4. Calpain-6 knockdown inhibits tumorigenesis. (A,B) RT-qPCR of calpain-6 in

control and calpain-6 knockdown (calpaif?$ K7M2 cells (A) and 143B (B) cells cultured in
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21% or 3% Q. (C) Mean bioluminescence intensity in control and calp&fh-&7M2 cell-
implanted mice. n=6 mice/groupD) Mean bioluminescence intensity in tibias of control and
calpain-6© 143B cellimplanted mice. n=5 mice/groufE ) Kaplan-Meier survival curves for

mice implanted with K7M2 (E) and 143B (F) cell&)(Flow cytometry of Calp-6-GFP+ cells in
calpain-6© 143B and TC71 cell populations. 50 000 cells were analyzed. Data are:18EAMh.

Figure 5. Calp6-P-GFP+ cells are less prone to enter senescence. (A,B) Senescence-
associated secretory phenotype (SASP) gene expression in tumors with and without calpain-6
expression from transcriptomic analyses in sarcomas of soft tissues. (A) RNA sequencing.
Cutoff=1 for calpain-6 expression. n=71 tumors calpaifi;h=24 tumors calpain>d. (B)
Affymetrix RNA microarray. Calpain-6 expression cutoff is 3. n=239 tumors calpain-6<3, n=100
tumors calpain-6>3. Data are median; box edges are interquartile range; whiskers are range. p
values are from two-tailed Mann-Whitney U tefl) (Detection of senescence-associated -
Galactosidase SA-3-Ga) activity in Calp6-P-GFP- and GFP+ 143B cells and K7M2 cells.
Membrane GFP was revedl by immunohistochemistry.D) Flow cytometry of SA-R-Gal
activity in Calp6-P-GFP- and GFP+ 143B, TC71 and K7M2 cells and quantification. f2ata a
mean £ &M from n=34 980 (143B), 35 150 (TC71) and 33 282 (K7M2) GFP- cells; n=9 630
(143B), 7 243 (TC71) and 13 390 (K7M2) GFP+ ce$<10® a<10® and a3<1d are p values
(GFP-/+ cells) determined by two-tailed Studemest. E) Western blot analysis of GATA4 in
control and calpain‘® 143B cells. Data are mean + SEM from 3 independent blots evaluated by
two-tailed Student test. Actin was a loading controF)(Representative immunofluorescence of
GFP and GATA4 in Calp6-P-GFP 143B cells. Data are mean £ SEM for 100 cells evaluated by

two-tailed Student test. White and green arrows indicate GFP- and GFP+ cells.
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Figure 6. Calpain-6 controls autophagy in sarcoma stem cells. (A) Representative
immunofluorescence of GFP and LC3 punctuates in Calp6-P-GFP 143B cells and quantification
with and without bafilomycin A treatment. Data are mearEdSor 100 cells evaluated by two-
tailed Student test. White and green arrows indicate GFP- and GFP+ d&)I&ldw cytometry

and quantification of LC3 accumulation with and without bafilomy&itreatment(ALC3) in

143B cells. n=25 000 GFP- cells n=3 800 GFP+ calls Representative immunofluorescence of
calpain-6 and Lamp2 in sections of human osteosarcomas. White and red arrows indicate calpain-
6 and calpain-6cells. ) ALC3 quantification in control and calpail® 143B cells. n=50 000

cells. €) ALC3 quantification in control and calpain-@verexpressing cells. n=50 000 cells.
Data are mean + SEM from 3 independent blots evaluatedvbyatled Student test. F)
Schematic of calpain-6 participating the promoting effect of hypoxia on autophagy and the

preventing effect on senescence, thereby controlling sarcoma stem-cell fate.
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Methods

Osteosarcoma and Ewing sarcoma cells. Human 143B and U20S and murine K7M2
osteosarcoma cell lines, human PC3 prostate and MIBA231 breast adenocarcinoma cell lines
were obtained from ATCC. Ewing Sarcoma TC71 cells were kindly provided by Dr. Didier
Surdez (Institut Curie, Paris, France). The different cell types were maintained in Dulbecco's
Modified Eagle's Medium (DMEM) supplemented with 10% of fetal calf serum (FCS) and
antibiotics (100 IU/ml penicillin and 100g/ml streptomycin). The cells were transfected using
Transfast reagent (Promega). Lentiviral particles were prepared in 293T cells using the Lentiviral
Packaging Plasmid kit (Cellecta) and then mixed with FSC-free medium containing 1pl/mi
polybrene for transduction&or stable genomic integration of exogenous DNA, transfected or
transduced cells were selected with G418 (Gibco) or Blasticidin (Ineryogo block autophagy

process the cells were treated for 4 hours with 10 nM Bafilomycin Al (Sigma Aldrich).

Calp6-P constructions. The promoter sequences @APN6 were extracted from the 5 region
upstream the ATG codon and transcription factor analysis was performed using
Genomatix/Matinspector softwares. To determine the transcription start site we used the
SMARTer RACE cDNA Amplification Kit (Clontech). The 6988 bp in 5° upstream of ATG were
amplified using PAC RCPI-6 (Lifetechnologies) as template and cloned between the BamHI-
EcoRV sites in pcDNA3.1zeo (Clontech) and then subcloned into the Kpnl-Xhol sites in
pGL4.10 (Promega) or in the Kpnl-BamHI sites in pZsGreenl-1 (Clontech). Then pzsGreen
sequence was replaced by membrane GFP using the In-Fusion cloning kit (Clontech). The
different constructions were checked by sequencing. The primers that were used for

amplifications are listed in supplementary Table I.
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Gene knockdown. To selectively inhibit HIFta, Oct4, Sox2 or Nanog, sarcoma cells were
transiently transfected with control or specific SIRNA (Santa Cruz BiotechnolQgpainé
expression was suppressed in mouse sarcoma cells using a set of ple&amnids ¢ruz
Biotechnology) coding crRNAs and Cas9 for double nickingCapn6Two different single
crRNA cloned into the pLentiCRISPR v2 (GenScript) were tested for calpain-6 knockdown in
human cells. The crRNA targeting exon 2 (TGATGACCCCCATCTGATTG) showed the higher

ability to decrease calpain-6 expression.

Gene expression. Calpain-6 expressing lentiviral vector was constructed as previously
describe@ieudonné et al. 2010)Pre-made lentiviral particles were used fluciferase

expression under the control of EF1a promoter (LVP433 Amsbio).

Sphere formation assay. Cells were plated at a density o k&lls in 75crf ultralow attachment

flasks (Corning Inc) and cultured in serum-free xeno-free DMEM/F12 containing Essential 8
supplement (ThermoFisher Scientific). This medium is optimized for pluripotent stem cell
culture. At day 7, the spheres were dissociated and re-plated in the same conditions. Floating
colonies were analyzed using a fluorescent Zeiss microscope interfaced with the software
ZenPro. To quantify sphere formation, sarcoma cells (3000 cells/well) were plat&eltrex
matrix-coated ultralow attachment plates and cultured in the same condition as for the sphere
formation assay. Geltrex (ThermoFisher) is a soluble form of reduced growth factor basement
membrane extract that allowed for cell attachment. The cell colonies were stained using cristal

violet and analyzed with an Evos cell imaging system (ThermoFisher Scientific).

Transactivation assays. Sarcoma cells were seeded in 24-well plates and transfected with 1.5ug

Calp6-P-LUC or empty pGL4.10 plasmid with 2.5ng/well phRL-SV40, a Renilla expression
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plasmid serving as internal transfection control. Firefly and Renilla luciferase activities were
measured sequentially using Luciferase Reporter Assay System (Promega) 24 hr after
transfection.Luciferaseactivity was normalized to Renilla activity and to values obtained with

cells transfected with empty pGL4.10.

Chromatine immunopr ecipitation. To test binding of Oct4, Sox2 and Nanog to Calp6-P we
used the Stem Cell Master Regulator Assay kit (Cell Signaling). Briefly, the cells werevitked

1% formaldehyde in the medium, genomic DNA was extracted, fragmented by sonication and
incubated with specific antibodies or control immunoglobulin for immunoprecipitation on
magnetic beads. Immunoprecipitated DNA or control inputs were then amplified usingRCalp6-

specific primers (Supplementary Table I).

Immunaoblot analyses. The cells were washed with cold phosphate buffered saline and then
lysed on ice in 50mM TRIS (pH 7.5) buffer containing 150 mM NaCl, 1% NP-40, 10% glycerol
and protease inhibitors. Proteins lysates were subjected to SDS-PAGE, electro transferred oon
PVDF membrane, incubated with the primary antibodies and then with appropriate horseradish
peroxidase-conjugated antibody. The signals were visualized using a chemiluminescent detection

system (Azure Spectra). Band quantifications were performed using image J.

RT-gPCR analysis. Total RNA were isolated using TRIzol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA).
Reverse transcription was performed with random primers using High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems). Real time Quantitative PCR was then performed using
primers listed below and SensiFAST™ SYBR® No-ROX Kit (Bioline) on LightCycler 480
(Roche Applied Science, IN). Actin and PPia or Actin and HPRT served as housekeeping genes.
Fold changes were normalized using the AACt formula.
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SA-B-galactosidase activity. For in situ determination of SA-galactosidase activity the cells
were washed in phosphate saline buffer, fixed with 1% formaldehyde and 0.2% glutaraldehyde
and incubated for 24 hours at 37 °C in freshly prepared staining buffer (5 mM K3Fe[CN]6, 5 mM
K4Fe [CN]6, and 2 mM MgCI2, pH 6) containing 1 mg /mL X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-
B-D-galactoside. The cells were then fixed with 4% paraformaldehyde for immunocytochemistry.
To determine SA3-galactosidase activity using flow cytometry, the cells were cultured in the
presence of 33 uM 4-MethylumbellifergHD-galactopyranoside (MUGal, Sigma Aldrich) for

2hrs.

Immunochemistry. Sarcoma cells were cultured on sterile coverslips and fixed with 4%
paraformaldehyde in PBSlices of formalin-fixed and paraffin-embedded osteosarcoma tissues
from surgically resected tumor of 5 patients after preoperative chemotherapykiwdhe
provided by Dr. Guinebretiere (Department of Pathology, Institut Curie-Centre René Huguenin,
St Cloud, France)lnformed consent was obtained from each patient or the patient’s guardian.

Mouse and human tissue sections were deparaffinizedbated with blocking buffer and then

with primary antibodies (listed in table 1l). The secondary antibodies consisted in DyLight-550 or
-480 conjugated anti- IgG (Pierce). Nuclei were counterstained with DAPI at 0.1 pg/ml (Life
Technologies). For chromogenic detection, INnmPRESS HRP polymer detection kit anti-goat
(Vector labs) was used and the coloration was carried out using DAB HRP substrate (Vector

Labs).

Flow cytometry analyses. For intracellular staining the cells were fixed and permeabilized using
Fix-Perm kit (eBiosciences) before incubation with the antibodies. PKH26 Red Fluorescent Cell

Linker Kit was used as membrane marker at the onset of the culture (Sigma Aldrich).
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Fluorescenceanalysis was performed in FACS CANTO Il using Diva software (Becton

Dickinson).A representative gating strategy is shown in supplementary Fig. 4.

Transcriptomic analysis. The FSG database, which is part of the Conticabase

(www.conticabase.o)jg was previously described(Chibon et al. 2010; Lesluyes et al. 2016). It

contains data from adult soft tissue sarcomas treated in 11 centers, including a description of
subjects, primary tumors, treatment, follow-up and availability of tumor samples. Everyasse w
histologically reviewed by the pathologist subgroup and classified according to the 2002 World
Health Organization classification by histology, immunohistochemistry and molecular genetics
and cytogenetics when needed. We selected two cohorts of soft tissue sarcomas with no recurrent
chromosomal translocations and for which a frozen tissue of the primary untreated tumor was
available. According to French law at the time of the study, experiments were performed in
agreement with the Bioethics Law 2004 800 and the Ethics Charter from the National Inktitute o
Cancer; all subjects signed a nonopposition statement for research use of the sample. Gene
expressions were analyzed from a microarray experiment using GeneChip human genome U133
Plus 2.0 Array (Affymetrix) that has been deposited at Gene Expression Omnibus with accession
number GSE21050 or from RNA-seq expressions available on Gene Expression Omnibus under

accession GSE711109.

Mouse osteosarcoma moded. S/SPF BALB/cByJ and S/SOPF SWISS NU/NU mice were
purchased from Charles River Breeding Laboratories. They were 4-5 weeks old males. Mice were
kept in accordance with the institutional guidelines of the French Ethical Committee and under
the supervision of authorized investigatoirs.vivo experiments were approved by the Local
Ethical Committee (No.CCEA70 Date APAFIS #6947). Bone tumors were obtained by injecting

the cells into the right tibia of the mice as previously described(Dieudonné et al. Rde).
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were anesthetized with a Ketamine/Xylasine mix (100/50 mg/kg), the right tibia was drilled and a
needle was inserted to inject the cell suspension {& 1@ cells in 5 ul). Tumor growth was
monitored in live animal every week by bioluminescence imaging, using D-Luciferin (Promega).
Image acquisition was performed with the ONYXdark box system (Stanford Photonics, Inc).
Animals were sacrificed 6 weeks after tumor inoculation. For histological analysis, resected bone
and lung specimens were fixed in 4% paraformaldehyde and paraffin embedded for

immunofluorescence or H&E staining.

I mage acquisitions and processing. Image acquisitions were done using the ApoTome optical
sectioning system (Zeiss) with inverted microscope (Zeiss Axio Observer Z1) for
immunofluorescent images, and with a Nikon microscope (type 120c) for chromogenic images.
Zenpro (Zeiss) and Adobe Photoshop were used for image processing. For comparison of
fluorescence images, contrast and brightness were adjusted identically. All other quantifications

were performed using ImageJ software.

Statistics. Data are presented as mean = S.E.M. Every experiment was performed at least three
times. Statistical analysis was performed using unpairedited-Student’s t test. GraphPad and

LePAC softwares were used for the statistical analyses.
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Supplementary Figure 1. Identification of the active promoter and characterization of the
regulatory sequence in the 5° sequence upstream coding region in CAPN6. (A) Rapid
Amplification of cDNA Ends (RACE) was performed with mRNA extracts from U20S and 293T
cells The internal primer was CTTTCGGGTAGCCACGAGCCAGGT to amplify the 5 end of

the calpain-6 cDNA. (B) The longer PCR product (arrow) was cloned and sequenced. The
sequence was aligned with the CAPN6 gene sequence showing that the mRNA originates from
the distal promoter. Black letters are fragments of the CAPN6 sequence (Gene ID: 827;
NC_000023.11) with putative distal and proximal promoters separated with the dotted line. Red
letters are the sequence from the RACE experiment. (C) mRNA origin in the distal promoter was
checked by RT-PCR with RNA extracts from U20S, 143B and SaOS2 cell lines. F1 is the
forward primer in the proximal promoter (promoter 1), F2 is the forward primer in the distal

promoter (promoter 2), R is the reverse primer. Actin was a housekeeping gene.

Supplementary Figure 2: The transactivation activity of Calp6-P is regulated by ET-1
depending on activation of the NF-kB pathway. (A) The 6 988-bp sequence upstream ATG

was cloned in the pGL4.10 vector (Promega). (B) Sarcoma cells were seeded in 24-well plates
and transfected with the empty pGL4.10 plasmid or Calp6-P reporter construct with phRL-SV40,

a renilla expression plasmid that served as internal control. At 24 hr after transfection, cells were
cultured for 6 hr in serum-free medium, then treated with 1 pg/mL endothdhim-1)( Renilla

and luciferase activity was measured by using chemoluminescent substrates. Data are mean +
SEM from 4 wells evaluated by two-sided Studetesst. RLU, relative light units.

Supplementary Figure 3. Calpain-6 and GFP expression are associated in human Calp6-P-

GFP cdls. (A) Diagrammatic representation of the Calp6-P-GFP transgene. The reporter
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construct consisted in a sequence coding membrane GFP controlled by the calpain-6 regulatory
sequence (Calp6-P). Sarcoma cells were transfected with this construction and selected with
neomycin for stable integration. GFP expression was monitored by fluorescence microsopy
Calp6-P-GFP 143B cells were sorted according to GFP expression by flow cytometry in
ImagoSeine platform (Paris Diderot University, Paris, FranB3)RT-PCR analysis of calpain-6
MRNA expression in sorted Calp6-P-GFP- and GFP+ 143B cells. Data are mean + SEM from 3
independent RNA extracts evaluated by two-sided Studesdgt. C) Western blot analysis of
calpain-6 protein level with protein extracts from Calp6-P-GFP+, GFP- and unsorted cells.
GAPDH was a loading control.

Supplementary Figure 4: Switch in G2/M at the expense of GO/G1 and increased
proliferation for calpain-6-expressing human TC71 Ewing cdlls. (A-E) Flow cytometry of

DNA content in Calp6-P-GFP- and GFP+ cells) Gating strategy to select Calp6-P-GFP- and
GFP+ cells. Starting number of cells was 50 000. The selected cells in P2 were analyzdé?l for GF
expression. P3 and P4 contained 32 278 GFP- and 7684 GFP+ cells, respeBli&ye Cycle

Violet fluorescence was measured for GFP- and GFP+ cells. Cell cycle phases were dktermine
according to DNA contentQ) The proportion of cells in each phasB) Calp6-P-GFP TC71

cells were labeled with a PeCy7-conjugated anti-Ki67 antibody. Mean fluorescentgtynte
(MFI) of Ki67 labeling for GFP- or GFP+ TC71 cells. N=50 000 cells. Means were compared by
two-sided Studertttest.

Supplementary Figure 5: Calp6-P-GFP+ cell population is stable in confluent cultures but
decreases during cell growth. (A) The proportion of Calp6-P-GFP+ cells analyzed in the cell
lines indicated. Cells were seeded at 500 000 cells/flask and cultured for 7 days. Somereells
analyzed for GFP expression and the others were seeded again. This was repeated 3 times (P1, P2

and P3). Control cells did not have the GFP-reporter syst@) Flow cytometry of cell
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divisions. 143B cells (B) or K7M2 cells (C) were seeded at low density and labeled with PE-
conjugated PKH26. Fluorescence of this membrane marker and GFP expression are reported at
day 1, 2, 4 and 7.00) Flow cytometry of the proportion of Calp6-P-GFP+ cells in adherent
confluent culture and in large spheres comprising more than 50 cells. 50 000 cells wereaused as
starting cell population.

Supplementary Figure 6: Increased Oct4 and Nanog expression in hypoxia depends on the
stem-cell pathway involving Oct4, Nanog and Sox2. (A-C) RT-PCR analysis of siRNA
inhibition of Oct4, Sox2, Nanog or HIFe on the hypoxia-dependent induction of Nanog (A) and
Oct4 (B) and Sox2 (C). Data are mean + SEM in 3 independent wells evaluated by two-sided
Student test. a1=0.041; a2=0.0006; a3= 0.078 are p values comparing cells cultured in 21% and
3% . (D) Schenre of the regulation circuitry of stem-cell transcription factors by hypoxia in
sarcoma cells.

Supplementary Figure 7: Hypoxia increases Calp6-P transactivation activity and calpain-6
expression. (A-B) Western blot analysis of calpain-6 and GFP protein levels from Calp6-P-GFP
143B (A) and K7M2 (B) cells. Cells were cultured for 24 hr with 21% or 3%T0bulin was a
loading control. €) Western blot analysis of calpain-6 protein level in cell lines cultured with
21% and 3% @ Actin was a loading control.

Supplementary Figure 8: Calpain-6 knockdown reduces stem cell colony formation. (A)
Immunofluorescence of calpain-6 (red) in control and calpain-6 knockdown (cafffaim
RNA-guided CRISPR-Cas9 in K7TM2 cell8)(Western blot analysis of calpaihprotein level

in control and calpain'® 143B cells. Actin was a loading contraC-D) Control or calpain-§

human 143B (C) or TC71 (D) cells were seeded on non-adherent plastic coated with a growth
factor-free matrix for cell attachment and cultured in serum-free stemcell medium. Dataare m

+ SEM of 4 independent wells evaluated by two-sided Studest.

32



Supplementary Figure 9: Calpain-6 deficiency is associated with increased senescence.

(A,B) RT-gPCR analyses of mRNA levels of senescence markers in sorted Calp6-P-GFP- and
GFP+ human sarcoma 143B cells (A) or mouse K7M2 cells B).RT-qPCR analyses of
mRNA levels of SASP genes in control and calpdin-643B cells. Data are mean + SEM of 3
independent cell extracts evaluated by two-sided Studesst (D) Representative photos of
senescence-associat8é-p-gal+ cells in confluent control and calpaif?6143B cells from 4
cultures. Scale bars, 400 pri) (Quantification of SAB-gal+ cells in control and calpain-6 KD
K7M2 cells. Data are mean + SEM of 3 cultures evaluated by two-sided Stuesint

Supplementary Fig. 10: High autophagy in calpain-6 expressing cells. (A) Quantification of

p62 punctuates in 143B cells cultured in 3% White and green arrows indicate GFP- and
GFP+ cells. Data are mean + SEM in 150 Calp6-P-GFP- and GFP+ cells by ta&aident

test. B) Western blot analysis of autophagosomes-associated form of LC3, LC3-Il, in protein
extracts from sorted 143B Calp6-GFP- and GFP+ cells.Hlow cytometry quantification of
ALC3 in mouse Calp6-P-GFP- and GFP+ K7M2 cells. n=89 000 GFP- cells n=3 300 GFP+ cells.
(D) Flow cytometry quantificatiomf ALC3 in human Ewing Calp6-P-GFP- and GFP+ TC71
cells. n=40 000 GFP- cells n=6 500 GFP+ cels. Klow cytometry quantificationf ALC3 in
control and calpain‘® TC71 cells. n=50 000 control or calpain-6 KD cells. Cells were cultured

in 3% Q. Data are mean + SEM; p values determined by two-sided Stuigsht
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Supplementary data. Tablel : Thelist of primers

Forward Reverse
PCR RACE CAPNG6 5°-CTTTCGGGTAGCCACGAGCCAGGT
TSS F1 5°-CCTCATTCTAGGCATAGTTCAACACS’
Checking| g2 S TGGGGTTACCTGGCTAACAGS: 5 -TGACTTGTTGCCCACCATTAS’
Calp6-P 7 GTATAGTATITATAGGOAS |~ TAGAATGAGGGGTCATTCTAGOES"
Cloning mGEP 5-AGCACAGTGGCGGCCGCATTA 5’-TCTAGAGTCGCGGCCGCTTACTTGT
AGGGTTCCGGATCATC3 ACAGCTCGTCC3’
Calpain-6 Human 5-ATGATCCCCTGATGAACCGCS' 5-GTAAGTGCGCAGGTCCTTCTS'
Mouse 5-TGCTGTTTCCACCTGCCTAAS' 5 TGGGATGTCAGGCTAGACCA3'
Oct4 Human 5-AGCCTGGGGTACCAAAATG3' 5-AGCGATCAAGCAGCGACTAT-3'
Sox2 Human 5-TTGCTGCCTCTTTAAGACTAGGAS' 5-CTGGGGCTCAAACTTCTCTC3'
Nanog Human 5-TTCCTTCCTCCATGGATCTGR' 5 CTTTGGGACTGGTGGAAGAA3'
IL-1 Human 5 TTCGAGGCACAAGGCACAA3' 5 TGGCTGCTTCAGACACTTGAGS'
IL-8 Human 5-GAGCCAGGAAGAAACCACCG3' 5 TGGCAAAACTGCACCTTCACA3'
gPCR IL-6 Human 5-GGCACTGGCAGAAAACAACCS' 5-GCAAGTCTCCTCATTGAATCCS'
pl6 Mouse 5-CGGGGACATCAAGACATCGT3' 5 TGAGGCCGGATTTAGCTCTG3'
p21 Mouse 5-GACCAGCCTGACAGATTTCTATC-3' 5 TAAGGCCGAAGATGGGGAAG3S'
Actin Human 5-GAGAAGAGCTACGAGCTGCCTGS' 5-GGTAGTTTCGTGGATGCCACAS'
Actin Mouse 5-GGCTGTATTCCCCTCCATCG?' 5-CCAGTTGGTAACAATGCCATGTS'
HPRT Mouse 5 TGAAGCGCTGCCAGTATGTS' 5-GGTCGCTCAGAGCCTTGTAS'
PPia Human 5-GTCAACCCCACCGTGTTCTTZ' 5-CTGCTGTCTTTGGGACCTT3'
GAPDH Human 5-CGAGATCCCTCCAAAATCAA-3' 5 TGTGGTCATGAGTCCTTCCAS'
ChIP Cap6-P Human 5-AGAGCTTGGTACAGCCCAAAS’ 5-TCCAGGGTAAGTTTGCGAAT3’

34




Supplementary data. Table Il : The list of antibodies. IF: Immunofluorescence; FC: Flow
Cytometry; WB: Western Blot; IHC: Immunohistochemistry; ChIP: Chromatine
ImmunoPrecipitation.

Protein Host Supplier Dilution
Luciferase Rabbit Santa-Cruz 1:200 (IF)
Ki67 Rat eBiosciences 1:200 (FC)
Calpain-6 Rabbit Abbexa 1:10000 (WB)
Goat Santa-Cruz 1:100 (IF)
Pm/;ggll:jgaéole Mouse Hypoxyprobe 1:100 (IF)
HIF-1a Rabbit Santa-Cruz 1:100 (IF)
1:10000 (WB)
GFP Goat Abcam 1:500 (IHC)
1:500 (WB)
GATA4 Mouse Santa-Cruz 1:100 (IF)
Actin Rabbit Sigma-Aldrich 1:1000 (WB)
o Tubulin Mouse Santa-Cruz 1:1000 (WB)
GAPDH Mouse Santa-Cruz 1:1000 (WB)
. : : 1:1000 (WB)
LC3 Rabbit Sigma-Aldrich 1:200 (IF)
LC3-Biotin Rabbit Novus Biological 1:200 (FC)
Lamp?2 Rat Abcam 1:100 (IF)
Oct4 Rabbit Cell signaling 1:50 (ChlIP)
Sox2 Rabbit Cell signaling 1:50 (ChlIP)
Nanog Rabbit Cell signaling 1:50 (ChIP)
p62 Rabbit Santa-Cruz 1:100 (IF)
Biotin Mouse Miltenyi 1:200 (FC)
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5’ end of the main transcript in
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Supplementary Figure 1: Identification of the active promoter and characterization of the regulatory sequence in the 5’ sequence upstream
codingregionin CAPNG. (A) Rapid Amplification ofcDNA Ends (RACE) was performed with mRNA extracts from U20S &8 Zells. The
internal primer was CTTTCGGGTAGCCACGAGCCAGGT to amplify the 5 end of the calpain-6 cDNA. (B) The longer PCR product (arrow) was
cloned and sequenced. The sequence was aligned witlAf6 gene sequence showing that the mRNA originedesthe distapromoter. Black
letters are fragments of the CAPN6 sequence (Gene2l:NIC_000023.11) with putative distal and proximalrpoters separatienith the dotted
line. Red letters are the sequence from the RACE expeti@® mRNA origin in the distal promoter was checked byRIR with RNA extracts
from U20S, 143B and SaOS2 cell lines. F1 is the foryarder in the proximal promoter (promoter 1), F2 is thevard prime in the distal
promoter (promoter 2), R is the reverse prird@tin was a housekeeping gene.
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Supplementary Figure 3: Calpain-6 and GFP expression are associated in human Calp6-P-GFP cells. (A) Diagrammatic representation
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Supplementary Figure 4: Switch in G2/M at the expense of GO/G1 and increased proliferation for calpain-6-expressing human TC71

Ewing cells. (A-E) Flow cytometryof DNA contentin Calps-P-GFR andGFP+cells (A) Gatingstrategyto selectCalps-P-GFPR and GFP+
cells. Startingnumberof cellswas50 000. The selectectellsin P2 wereanalyzedfor GFPexpressionP3 and P4 contained32 278 GFR and
7684 GFP+cells, respectively (B) Dye Cycle Violet fluorescencevasmeasuredor GFR and GFP+cells Cell cycle phasesveredetermined
accordingto DNA content (C) The proportionof cellsin eachphase (D) Calps-P-GFP TC71 cells were labeledwith a PeCy/-conjugated
anti-Ki67 antibody Meanfluorescencéntensity(MFI) of Ki67 labelingfor GFR or GFP+TC71 cells N=50000cells Meanswerecompared
by two-sidedStudent test
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Supplementary Figure8: Calpain-6 knockdown reduces stem cell colony formation. (A) Immunofluorescence of calpaé(red) in control
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Supplementary Fig. 10: High autophagy in calpain-6 expressing cells. (A) Quantification of p62 punctuates in 143B cells aitLin 3%
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III. Discussion et résultats complémentaires

Au cours de cette étude, nous nous sommes intéressés a la calpaine-6 parce que
cette protéine est associée a la chimiorésistance des ostéosarcomes et que son expression
est particulierement élevée dans les récidives d’ostéosarcome. (Marion et al., 2012) Lee et
coll., ont montré, par ailleurs, que I'expression de la calpaine-6 est d’autant plus forte que le
grade des tumeurs utérines est élevé. (Lee et al., 2008). Or, Valent et coll., ont proposé que
I'apparition de CSC soit associée a la progression maligne des tumeurs. (Valent et al., 2012)
Nous avons donc cherché a déterminer si I'expression de la calpaine-6 pouvait étre liée a des
caractéristiques de CSC dans les sarcomes osseux. Nous avons également mis en évidence

des fonctions importantes de cette protéine qui régule le destin des cellules de sarcome.

I11.1. Calpaine-6 et capacités tumorales des cellules de sarcome

Nous montrons que les cellules qui expriment la calpaine-6 ont des capacités accrues
a former des tumeurs chez I'animal. Pour cela nous avons utilisé un modele de tumeur
osseuse qui repose sur I'implantation de cellules d’ostéosarcome en intra tibial qui reproduit
beaucoup d’aspects de la maladie humaine, notamment la formation d’'une tumeur locale
qui contient un tissu ostéoide et la formation de nodules pulmonaires. En implantant les
cellules tumorales dans un os long nous permettons des interactions avec le tissu hote qui
sont tres importantes au cours du développement tumoral. (Guijarro et al., 2014) Nous
pouvons observer que |'os sain est localement tres altéré ce qui est la conséquence directe
du cercle vicieux qui s’établit entre les cellules tumorales et les cellules saines pour induire
une lyse osseuse et augmenter la concentration des facteurs de croissance et des cytokines

qui favorisent la croissance tumorale.

Nous avons utilisé un modele syngénique. Les cellules K7M2 sont dérivées d’un
ostéosarcome spontané d’une souris BALB/c. Cela permet également les interactions avec le

systeme immunitaire.

Nos résultats montrent que I'expression de la calpaine-6 est liée a la progression
métastatique. Les souris injectées avec des cellules Calp6-P-GFP+ développent plus et de
plus grandes métastases que les souris injectées avec des cellules Calp6-P-GFP-. Parce que la
capacité des cellules tumorales a s’échapper de la tumeur et a disséminer dans d’autres
organes est en partie liée au processus de migration, nous avons étudié les capacités de
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migration des cellules Calp6-P-GFP+ et Calp6-P-GFP- en les ensemencant dans des chambres
séparées par un espace. Les cellules qui ont envahi I'espace apres 7 heures de culture ont
été comptées. Les cellules Calp6-P-GFP+ avaient une capacité de migration plus importante

gue les cellules Calp6-P-GFP-. (Figure 34)
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Figure 34: Les cellules Calp6-P-GFP+ ont des capacités migratoires accrues

(A) Cellules 143B ou K7M2 Calp6-P-GF- et GFP+ juste apres avoir retiré la chambre de migration
(HO). Quantification du nombre de cellules 143B ayant migré dans I'espace laissé libre apres
7h de culture (H7) Moyenne du nombre de cellules présentes dans 4 champs différents
+SEM.* p<0,05.

(B) Quantification du nombre de cellules K7M2 ayant migré dans I'espace laissé libre aprés 7h de
culture (H7) Moyenne du nombre de cellules présentes dans 4 champs différents +SEM.*
p<0,05.

Cette étude préliminaire devra étre complétée en utilisant des techniques plus fines,
notamment de la vidéo microscopie pour déterminer si les cellules qui expriment la
calpaine-6 migrent plus ou plus vite. Ces résultats paraissent en contradiction avec les
résultats de Tonami et coll. montrant que I'inhibition de I'expression de la calpaine-6 par des

siRNA induisait la formation de lamellipode et accroissait la mobilité de fibroblastes en

73



ANDRIQUE Caroline-Thése de Doctorat-2017

culture. (Tonami et al., 2011) Il se pourrait que cette contradiction soit due aux différents
modeles cellulaires. Dans le modeéle de Tonami, la suppression de la calpaine-6 pourrait avoir

induit une différenciation cellulaire qui ne peut étre reproduite dans des cellules tumorales.

L’ensemble de nos résultats apportent de nouvelles preuves de la corrélation entre
I’expression de la calpaine-6 et la progression maligne des tumeurs. Le fait que la calpaine-6
soit dépendante du réseau de facteur de transcription impliquant Oct4, Nanog et Sox2 est
un argument de plus dans ce sens. En effet, ces facteurs qui controlent le phénotype de
cellule souche, jouent un réle dans le développement tumoral. Fu et coll., ont montré une
corrélation entre I'expression de Sox2 et Oct4 avec la progression des carcinomes
épidermoides oraux. (Fu et al., 2016) La signature de CSE incluant Oct4, Sox2 et Nanog est
associée a un mauvais pronostic chez des patients avec des tumeurs mammaires. (Ben-
Porath et al., 2008; Gwak et al., 2017) Enfin, la surexpression d’Oct4 augmente la présence

de CSC dans les cancers du poumon. (lida et al., 2012)

L'implication des facteurs Oct4, Nanog et Sox2 suggérait également que la capacité
tumorale des cellules exprimant la calpaine-6 pouvait étre liée a des propriétés de CSC. Nous
avons donc examiné des caractéristiques qui pouvaient évoquer un phénotype de CSC dans

ces cellules.

L'activité ALDH1 a été décrite comme étant un marqueur robuste de CSC dans des
tumeurs du sein et de la prostate. (Al-Hajj et al., 2003; Ginestier et al., 2007) L’activité ALDH1
a également été mise en évidence dans des sarcomes osseux en lien avec la chimiorésistance

et associée a I'expression d’Oct4, Nanog et Sox2. (Honoki et al., 2010)

Nous n’avons pas pu mettre en évidence une corrélation entre I'expression de calpaine-6 et
I'activité enzymatique. Cependant, la population de cellules exprimant la calpaine-6 contient
une proportion plus importante de cellules ayant une activité ALDH1 élevée par rapport a la

population totale. (Figure 35)
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Figure 35: Activité ALDH1 dans les cellules 143B

L'activité ALDH1 des cellules Calp6-P-GFP+ a été mise en évidence par cytométrie en flux en
comparant des cellules traitées avec un inhibiteur des ALDH le DEAB a des cellules non traitées en
présence d’'un substrat des ALDH I’AldeRed 588-1 qui produit une fluorescence rouge lorsqu’il est
hydrolysé par I’ALDH1.

Cette analyse montre surtout que toutes les cellules exprimant la calpaine-6 n’ont
pas d’activité ALDH1. (Figure 35) Cela suggere que la population de cellules exprimant la

calpaine-6 est hétérogene.

Les cellules souche sont pourvues de systémes d’exclusion de certaines molécules.
Ces systemes mettent en jeu des récepteurs membranaires de type transporteurs ABC
(Adenosine tri-phosphate binding cassette) qui permettent de faire passer des substrats a
travers la membrane plasmique via I'hydrolyse de I’ATP. Les CSC expriment de grandes
guantités de ces transporteurs ABC notamment ABCB1, ABCG2 et ABCB5. (Moitra et al.,
2011) L'expression d’ABCB1 ou ABCG2 est augmentée dans des cellules Calp6-P-GFP+ triées.
(Figure 36). Ces résultats sont cohérents avec les données montrant que I'expression de la

calpaine-6 est associée a la chimiorésistance des ostéosarcomes. (Marion et al., 2012)
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Figure 36: Expression de ABCB1 et ABCG2 dans les cellules 143B Calp6-P-GFP+

Analyse par RT-qPCR de I'expression des transporteurs ABCB1 et ABCG2 dans les cellules Calp6-P-
GFP- et Calp6-P-GFP+ d’ostéosarcome humain 143B. Les résultats sont exprimés en moyenne de
AACT £ SEM (n=3 extraits de différentes cultures).

La «side population » contient les cellules capables d’exclure des marqueurs
fluorescents comme le Hoechst ou la rhodamine. L’exclusion de ces marqueurs est
dépendante des transporteurs ABC (ABCG2 pour le Hoechst et ABCB1 pour la rhodamine).
(Hirschmann-Jax et al., 2004) cette population cellulaire particuliere peut étre mise en
évidence par des analyses en cytométrie de flux. Nous n’avons pas trouvé que les cellules
GFP+ avaient plus de capacités a exclure le fluorochrome utilisé (Dye Cycle Violet).

Seulement 0.5% des cellules GFP+ appartiennent a cette population. C'est la méme

proportion qui est trouvé pour les cellules GFP-. (Figure 37)
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Figure 37: Side population et expression de la calpaine-6

Les cellules d’ostéosarcome humains ont été marquées avec du Dye Cycle Violet (DCV), un
fluorochrome pouvant étre exclu des cellules par les transporteurs ABC. Les cellules sont analysées
par cytométrie en flux. La quantité de fluorochrome DCV est mesurée dans les populations cellulaires
GFP- et GFP+ 2 heures aprés le marquage. Les cellules dans la fenétre P6 ont exclu le DCV.
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Ces résultats semblent en contradiction avec les résultats précédents mais les
transporteurs impliqués dans les cellules d’ostéosarcome ne sont peut-étre pas capables de
prendre en charge le fluorochrome DCV utilisé. En effet, il a été montré qu’ABCG2 exclue le
Hoechst et qu’ABCB1 prend en charge la rhodamine, ce qui suggére une certaine spécificité
d’affinité entre transporteur et fluorochrome. D’autre part, Yang et coll. ont montré que les
cellules de « side population » ont des propriétés de CSC. (Yang et al., 2011) Mais ces cellules
expriment CD117 et Stro-1 comme I'ensemble de la population. Or ces marqueurs de surface
permettent eux aussi d’isoler des cellules avec des propriétés de CSC. (Adhikari et al., 2010)
Comme évoqué par Brown et coll., pour expliquer que des CSC isolées grace au marqueur de
surface CD133 n’appartiennent pas a la « side population » nous pouvons supposer qu'il
existe différents types de CSC et que la population des cellules exprimant la calpaine-6 est
hétérogene. Le fait que nous n’ayons pas trouvé d’association entre I'expression de CD117,

Stro-1 et de la calpaine-6 supporte cette hypothese.

Finalement, nous avons montré que les cellules exprimant la calpaine-6 ont des
caractéristiques de CSC en étudiant le comportement particulier de ces cellules et leur mode
de division. Les cellules exprimant la calpaine-6 ont notamment une plus grande capacité a
former des spheres. Cette capacité de se multiplier sans support pour adhérer et dans un
milieu restreint en facteur de croissance est un test classique pour mettre en évidence des
cellules avec des propriétés de CSC. (Martins-Neves et al.,, 2012) Cependant, Il serait
intéressant d’avoir acces a des préléevements humains, afin d’effectuer des xénogreffes
dérivées de patients (PDX). Nous pourrions infecter les cellules issues des tumeurs primaires
des patients avec un lentivirus codant pour notre systeme rapporteur Calp6-P-GFP et
implanter ces fragments de tumeur dans un os de souris immunodéficiente. Ce modele de
xénogreffe orthotopique décrit par Blattman et coll. permet de reproduire la maladie
humaine. (Blattmann et al., 2015) Nous pourrions ainsi étudier le devenir des cellules GFP+
et confirmer leurs capacités tumorigenes. En attendant de mettre en place ce systeme de
xénogreffe, nous avons commencé une collaboration avec différents laboratoires (Dr Laetitia
Linares, Institut de Recherche en Cancérologie de Montpellier, INSERM U1194 ; Dr Francgoise
Rédini, Laboratoire de Physiopathologie de la Résorption Osseuse et thérapie des tumeurs
osseuses primitives, INSERM UMR957, Nantes). Ces équipes ont réalisé des xénogreffes a

partir de préléevement de sarcomes osseux ou des tissus mous. Notre objectif est de
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déterminer si I'expression de la calpaine-6 dans les tissus initiaux correle avec le succés des
transplantations chez la souris. L'expression de la calpaine-6 sera déterminée par

immunohistochimie et RT-qPCR.

Nos résultats indiquent que les cellules exprimant la calpaine-6 sont au sommet de la

hiérarchie cellulaire. (Figure 38)
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Figure 38: Les cellules Calp6-P-GFP+ sont au sommet de la hiérarchie cellulaire

Les cellules GFP+ sont capables d’auto renouvellement, donc de maintenir stable la population de
cellules GFP+ au cours du temps, ce sont les CSC. Elles sont également capables de se diviser pour
donner des cellules GFP- qui vont constituer I'ensemble des cellules composant la tumeur hormis les
CsC.

En effet, les cellules Calp6-P-GFP+ sont capables de donner naissance a une
population de cellules GFP- in vitro et de reproduire I'hétérogénéité tumorale in vivo. Les
cellules souche embryonnaires ont de telles capacités grace a un mode de division
asymétrique. (Knoblich, 2010) La protéine Numb est une protéine permettant d’étudier le
mode de division des cellules. Lors d’une division symétrique, Numb sera présent dans les
deux cellules filles, si la division est asymétrique, Numb ne sera présent que dans une des

deux cellules filles. (EI-Hashash & Warburton, 2012) (Figure 39)
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Figure 39: Représentation schématique des deux modes de division d'une cellule souche

Durant la division symétrique, I'orientation du fuseau mitotique et la répartition de la protéine
déterminant du destin cellulaire (Numb) ne sont pas coordonnées. Numb est réparti dans les deux
cellules filles, qui seront toutes les deux des cellules souche. (Panneau de gauche)

Durant la division asymétrique, I'orientation du fuseau mitotique et la localisation de la protéine
déterminant du destin cellulaire (Numb) sont coordonnées, ce qui aboutit a une cellule fille souche et
une cellule fille différenciée. (Panneau de droite) D’apres Berika et al., 2014

Nous avons analysé par immunofluorescence la ségrégation de la protéine Numb
dans les cellules Calp6-P-GFP+ et les cellules Calp6-P-GFP-. Des expériences préliminaires
montre que les cellules Calp6-P-GFP+ semblent se diviser préférentiellement de fagon

asymétrique. (Figure 40)
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Figure 40: Les cellules Calp6-P-GFP+ se divisent asymétriquement
(A) Photos représentatives de la répartition de Numb selon le mode de division cellulaire des
cellules Calp6-P-GFP+ (a gauche) et GFP- (a droite)
(B) Pourcentage de cellules en division symétriques, ou asymétrique a partir d'une
immunofluorescence anti-Numb réalisée sur des cellules 143B Calp6-P-GFP en division, UN
étant des cellules non analysables. Les résultats sont obtenus a partir du comptage de 20
cellules Calp6-P-GFP+ et 20 cellules Calp6-P-GFP-.

Ces comptages devront étre reproduits en incluant plus de cellules et en utilisant un
marqueur membranaire (anti-pan-cadhérine) pour déterminer plus précisément la
répartition de Numb. Il faudrait aussi compléter ces analyses en utilisant de la vidéo

microscopie.

Il a été montré que le mode de division des CSC peut varier avec le stade de
progression des tumeurs hématopoiétiques. Dans les phases chroniques des leucémies
myéloides, un équilibre s’établit entre divisions symétriques et asymétriques, ce qui permet
le maintien du pool de CSC et crée I'hétérogénéité tumorale, alors que dans les phases
aiglies, les CSC se divisent symétriquement ce qui a pour conséquence d’augmenter leur
nombre et ainsi augmenter le nombre de cellules initiatrices de tumeur. (Bajaj et al., 2015) Il
serait donc intéressant de déterminer comment I'expression de la calpaine-6 influence le

mode de division des cellules et quelles sont les relations avec développement tumoral.

I11.2. Fonctions de la calpaine-6 dans les CSC

Pour mieux caractériser les cellules qui expriment la calpaine-6, nous avons interrogé
des données issues d’analyses du transcriptome par RNAseq et microarray en collaborant
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avec le Dr Frédéric Chibon et Candice Merle (Institut Bergonié département Oncogenése des
Sarcomes- 33000 Bordeaux). Ces analyses ont été réalisées a partir de biopsies de sarcomes,
indifférenciés, léiomyosarcome, liposarcomes dédifférenciés, et tumeurs stromales gastro-
intestinales, obtenues dans le cadre du groupe sarcome francais (GSF). Ces résultats ont mis
en évidence une corrélation inverse entre I'expression de la calpaine-6 et des génes
impliqués dans la sénescence cellulaire tels que I'IL-1B, I'IL-8 et I'IL-6. 1l faudra aussi
interroger les données issues de prélevements de sarcomes osseux, mais il est intéressant de
constater que I'expression de la calpaine-6 est associée aux mémes caractéristiques dans des
tumeurs d’origines variées et dans des lignées cellulaires issues d’ostéosarcomes humains et

murins.

Pour mettre en évidence les fonctions de la calpaine-6 nous avons utilisé le systeme
CRISPR/Cas9. Nous avons mis en évidence que le systéme CRISPR/Cas9 permettait une
diminution de l'expression de la calpaine-6 dans les lignées humaines et murines. Le
plasmide CRISPR/Cas9 utilisé dans le modéle murin est un plasmide commercial comprenant
différents plasmides codant pour des ARN guide sens et des ARN guide anti sens spécifiques
de la calpaine-6 et trés proches dans la séquence, ce qui permet d’augmenter la spécificité

de la coupure par Cas9. (Figure 41)

Cas9n Nickase Cas9n Nickase

Plasmid 1 Plasmid 2

Figure 41: Systéeme Double nickase CRISPR/Cas9

Dans les cellules murines K7M2, nous avons utilisé un systéme double nickase, ce systeme consiste a
transfecter deux plasmide codant pour la cas9 d’une part, et pour deux ARN guides, un sens et un
antisens spécifiques de la calpaine-6 et trés proche dans la séquence, ce qui permet d’augmenter la
spécificité d’action de la cas9.

Pour inhiber I'expression de la calpaine-6 dans les cellules humaines nous avons
utilisé un lentivirus codant un ARN guide simple avec la Cas9. Nous avons testé deux ARN

guides. Celui qui était situé a la fin de I'exon 2 induisait plutét une surexpression, l'autre
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situé dans I'exon 3 permettait de diminuer I'expression des ARN et le la protéine. Ce
lentivirus pourrait étre utilisé sur des préléevements humains pour déterminer si la

suppression de calpaine-6 peut bloquer la croissance tumorale chez la souris.

II1.2.1. La calpaine-6 protege les cellules de la sénescence

La sénescence est un mécanisme permettant 'arrét irréversible du cycle cellulaire.
Parmi les stimuli entrainant la sénescence on peut citer le raccourcissement des télomeres,
un dommage irréversible de I’ADN, des perturbations de la conformation de la chromatine
ou la mutation d’un géne suppresseur de tumeur tel que p53 par exemple. Les cellules
sénescentes ne proliferent plus mais leur métabolisme est toujours actif. Elles sont capables
de produire des cytokines pro-inflammatoires appartenant au phénotype sécrétoire lié a la

sénescence (SASP).

L'entrée en sénescence est un phénomeéne naturel durant le processus de
vieillissement cellulaire empéchant la dérive génétique. C'est également un processus utile

lors de la réparation cellulaire. (Figure 42)

Lésion tissulaire Sénescence Recrutement Clairance Régénération

@ Cellule saine

@ Cellule sénescente

&8 Molécules du SASP

Macrophage

@ Lymphocyte T CD4

Figure 42: Implication de la sénescence pendant la réparation tissulaire

Les cellules sénescentes initient la réparation tissulaire en produisant des cytokines pro-
inflammatoires appartenant au SASP. Les molécules du SASP permettent le recrutement des cellules
du systéme immunitaires telles que des macrophages et des lymphocytes T CD4. Les macrophages
éliminent les cellules sénescentes, ce qui provoque la clairance cellulaire et va permettre aux cellules
adjacentes de se diviser pour terminer la réparation tissulaire. D’aprés Mufioz-Espin & Serrano, 2014

Certaines cellules cancéreuses ont des caractéristiques typiques de la sénescence.
Mais I'entrée en sénescence des cellules cancéreuses semble avoir des conséquences

complexes. D’une part, les facteurs pro-inflammatoires produits dans le milieu extra
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cellulaire permettent de recruter des cellules immunitaires et pourraient ainsi limiter la
progression tumorale. (Kang et al., 2011) D’autre part, ces facteurs sont également
impliqués dans le recrutement de cellules non tumorales qui forment le stroma des tumeurs.
Ainsi des cellules souche mésenchymateuses sont attirées dans la tumeur, deviennent des
fibroblastes associés et a leur tour maintiennent un état inflammatoire et favorisent
I’'angiogeneése, la prolifération et la migration cellulaire. (Coppé et al., 2008) Les travaux
d’Eggert et coll., montrent que la sécrétion de molécules du SASP par les cellules composant
la tumeur aboutit a I'inhibition des cellules Natural Killer (NK) et permet la progression des
carcinomes hépatiques. (Eggert et al., 2016) De plus, il a été montré que dans les myélomes
multiples, la production de cytokines du SASP par les cellules composant la tumeur, favorise
I'apparition, le maintien et la migration de cellules ayant un phénotype de CSC. (Cahu et al.,

2012)

Nous avons montré que la calpaine-6 est associée a une faible expression des
marqueurs de sénescence notamment des cytokines pro-inflammatoires appartenant au
SASP, de p16 et p21. De plus, les cellules Calp6-P-GFP+ ont une tres faible activité B-
galactosidase associée a la sénescence. Au contraire, nous avons montré que l'inhibition de
la calpaine-6 augmente I'expression des genes du SASP et |'activité B-galactosidase associée
a la sénescence. Surtout, en étudiant les variations de GATA4 sous hypoxie, nous avons
montré que la calpaine-6 est nécessaire pour empécher les cellules d’entrer en sénescence

qguand elles sont cultivées en hypoxie.

Il sera important de mieux comprendre les conséquences de ce phénotype
sénescent, notamment, il faudra déterminer si la sénescence est associée a une plus grande
sensibilité aux agents cytotoxiques et comment les cytokines produites remodelent le
microenvironnement tumoral. Nous prévoyons de mieux caractériser les cellules immunes
présentes dans les aires tumorales avec ou sans calpaine-6 par immunofluorescence dans
des tissus humains ou par cytométrie au cours de la croissance tumorale dans notre modele

syngénique de tumeur osseuse chez la souris.

I11.2.2. L’expression de la calpaine-6 est associée au flux autophagique

L'autophagie est un processus catabolique étroitement régulé, qui transporte de

I’ADN, des protéines et des organelles jusqu’aux lysosomes en pour induire leur dégradation.
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On distingue trois types: la macro-autophagie, la forme principale de I'autophagie, la micro-
autophagie et I'autophagie médiée par des protéines chaperonne. La macro-autophagie
implique la formation de vésicules liées a la membrane, appelées autophagosomes, qui
englobent les protéines cytoplasmiques et les organelles; ces autophagosomes sont amenés
aux lysosomes et sont alors dégradés. (Figure 43) La micro-autophagie est I'invagination de
la membrane du lysosome avec une partie du cytoplasme. L’autophagie médiée par des
protéines chaperonne est controlée par des protéines cargos, qui s’'associent avec les

protéines a dégrader et les meénent vers les lysosomes.

Initiation Nucléation Expansion lysosome

Protéines
cytosoliques
et organelles

o
oo —>llog —>

0

Phagophore Autophagosome

Hydrolase

Autolysosome

Figure 43: Représentation schématique du processus de macro-autophagie

L'initiation commence par la formation des phagophores. Une étape de nucléation est nécessaire et
permet de séquestrer les protéines ou organelles a dégrader. Vient ensuite une phase d’élongation
du phagophore, cette phase d’élongation permet la formation de I'autophagosome et nécessite
I"association de la protéine LC3 a la membrane du phagophore. L'autophagosome fusionne alors avec
un lysosome, ce qui conduit a la formation de I'autolysosome et permet la dégradation des protéines
et organelles empaquetés dans I'autophagosome. D’aprés Kaur & Debnath, 2015

Dans les cancers, la macro-autophagie est le processus d’autophagie le plus décrit, en
effet, il favorise la survie des cellules dans les tumeurs faiblement vascularisées et
I'élimination des macromolécules intracellulaires endommagées suite a un traitement

anticancéreux.

Bien que des mutations de certains genes impliqués dans I'autophagie soient a
I'origine de certaines tumeurs, ce mécanisme de dégradation joue plutot un role protecteur
dans les cellules cancéreuses et de nombreux travaux récents mettent en avant le role de
I’autophagie dans la progression tumorale. Dans les leucémies myéloides non mutées pour

p53, l'inhibition de I'autophagie permet d’induire I'apoptose des cellules cancéreuses.
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(Folkerts et al., 2017) Dans les tumeurs ovariennes, I'inhibition de I'autophagie permet de
diminuer la taille des tumeurs, et de diminuer la chimiorésistance. (Pagotto et al., 2017) De
plus, il a été montré dans les cancers utérins, que l'autophagie était impliquée dans le
maintien du phénotype de CSC, notamment la présence de Beclin-1 était indispensable pour
I’auto renouvellement des CSC, et que son inhibition entrainait la baisse de I'expression de

facteurs de transcription tels qu’Oct4, Sox2 et Nanog. (Yang et al., 2017)

La calpaine-6 pourrait donc contribuer au maintien de la population de cellules
initiatrices de tumeurs dans des niches hypoxiques en contrélant I'autophagie. Il est
probable qu’en promouvant le mécanisme de dégradation la calpaine-6 empéche les cellules
tumorales d’entrer en sénescence. En effet, Garcia-Prat et coll. ont montré dans des cellules
souche musculaires que l'autophagie maintenait le phénotype de CS en inhibant la
formation de dérivés réactifs de I'oxygene, ce qui a pour effet d’inhiber la transcription de
pl6. Les cellules souche musculaires sont alors protégées de la sénescence. (Garcia-prat et

al., 2016)
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Partie II : Régulation transcriptionnelle
de la calpaine-6
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Chapitre 2 : Régulation transcriptionnelle de la calpaine-6

I. Introduction

L’expression de la calpaine-6 semble trés régulée dans des conditions physiologiques,
par exemple, elle est exprimée dans quelques tissus embryonnaires et elle est réprimée
apres la naissance. Il est donc important de comprendre les mécanismes qui permettent sa
réexpression dans les cancers. Ces mécanismes pouvant constituer de nouvelles cibles

thérapeutiques potentielles
IL. Résultats et discussion

I1.1. Systéeme rapporteur Calp6-P

L’ARNm codant la calpaine-6 et la protéine correspondante sont présents a des
niveaux faibles dans les cellules de sarcome et sont difficilement détectables. Les travaux de
Tonami et coll.,, ont montré que la surexpression de calpaine-6 controlée par un promoteur
fort perturbe la cytodiérese et induit la production de cellules multi nucléés. (Tonami et al.,
2007) Cela suggere que 'expression de cette protéine doit étre finement régulée au cours du
cycle cellulaire et que les ARNm ont une durée de vie limitée. Liu et coll. ont par ailleurs
rapporté que la stabilité de la protéine est régulée notamment par la voie PI3K/AKT. Pour
s’affranchir des contraintes liées a la détection de la calpaine-6, nous avons mis en place un
nouvel outil pour étudier la régulation de la calpaine-6 et pour identifier les cellules
exprimant cette protéine. Nous avons construit un systeme rapporteur dans lequel la

séquence régulatrice de CAPN6 controle I'expression de la luciférase ou de la GFP.

La premiere étape a consisté a identifier cette séquence. En effet, Liu et coll. ont
étudié I'activité transactivatrice de la région située entre -2000 et + 200 pb autour de I'ATG
et ont retenu la séquence -93/+200 pb comme région régulatrice de CAPN6. Cependant,
I'analyse de ce géne par le logiciel Genomatix suggere 2 séquences promotrices possibles.
L'une est située autour de I’ATG (exon 1), I'autre s’étend entre -7285 et -6381 pb en amont
de 'ATG. Pour déterminer le départ de transcription réel, nous avons utilisé un kit pour
rétro transcrire des ARN extraits de cellules d’ostéosarcome ou de 293T puis amplifié la
partie en 5’ des ADNc obtenus. Les produits d’amplification ont été clonés et séquencés.

L'alignement de la séquence génomique avec les séquences des ADNc a permis de déduire
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gue le promoteur actif est situé entre -7285 et -6381 pb. Nous avons donc amplifié et cloné
la séquence entre -7285 et I’ATG dans le plasmide pGL4.10 devant le géne rapporteur
luciférase (Calp6-P-LUC) pour étudier I'activité transactivatrice. Nous montrons que cette
activité peut étre stimulée par I'endothéline-1 et que cette activation est bloquée par un
inhibiteur de la voie NF-kB. Ainsi, I'activité de la séquence clonée est modulée par des
mécanismes impliqués dans la régulation de I'expression de la calpaine-6. (Liu et al., 2011;
Marion et al., 2012) Nous avons ensuite remplacé le géne rapporteur luciférase par une
séquence codant la GFP (Calp6-P-GFP) et montré la plus forte expression de la calpaine-6
dans les cellules exprimant la GFP. Nous avons donc validé notre systéme rapporteur pour
étudier la régulation transcriptionnelle de la calpaine-6 et pour identifier les cellules

exprimant la calpaine-6.

Les expériences de Liu et coll., suggéraient la présence d’une séquence avec une
activité inhibitrice en amont de I’ATG. Nous avons également effectué des délétions dans
Calp6-P. En fait, la séquence totale avait une activité faible qui a été fortement augmentée
guand la séquence entre -6190 et 'ATG a été supprimée. L'allongement de ce fragment
d’ADN en 3’ jusqu’a -4228 a bloqué complétement cette activité. Il existe donc bien une
séquence qui lie des facteurs répresseurs entre -6190 et -4228. (Figure 44) Il serait
intéressant d’identifier ces facteurs qui pourraient servir pour inhiber I'expression de la

calpaine-6 dans les cellules de sarcome.
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Figure 44: Activité transactivatrice de la séquence régulatrice de la calpaine-6

La séquence comprise entre -7285 et I’ATG a été clonée dans le plasmide pGL4.10 devant le géne
rapporteur luciférase (panneau de gauche). Les zones grises représentent les séquences promotrices
théoriques. La séquence clonée a été modifiée par digestion enzymatique. Des cellules 143B ont été
transfectées avec les différentes constructions et un plasmide codant la renilla servant de contréle.
L'activité luciférase et rénilla ont été mesurées par des substrats luminescents. Les résultats
(panneau de droite) sont la moyenne des unités relatives de lumiere (RLU) + SEM mesurée dans 4
puits indépendants.

L'analyse de la séquence de Calp6-P a, par ailleurs, permis d’identifier ou de
confirmer différentes voies de signalisations impliquées dans la régulation de la calpaine-6.
En effet, la séquence comporte 3 sites de liaison putatifs pour les facteurs induits par
I"hypoxie (HIF), 7 sites consensus pour le facteur de transcription NF-kB et de nombreux sites

pouvant lier des facteurs de cellule souche comme Oct4, Sox2 et Nanog . (Figure 45)
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ACTGTGATGCAGTATAGTATTTATAGGGATCTTGCTTGGCCTTTCAGAGCAAAAACAATTATTTTCTCTCCTCTCACCTAACACAGCTGTGCAGAATCTTCATAGCCTGGTTGCTAGAA
ATTAGGGTTCTTATAGCTGCTGTGGAATAAACTCCATTCACTTTCCTCTTAACAATCCCTTCTCTCTGTCTTTGACCAAATGTTACCTGTTGTTTCACGAAGTGACCTTTTCTTCATTGCA
CCCCATTAGCTGCTCTTTCACTCCCAGTCACTTCCTGAAGTCCTCATCACTATCACAGATCTGCCTACCAGGGCCATGTCTGACCAGGGCCATGTCTGCAGCCTAGCCCATATTAACTT
TGCCAACACTTCACCATTTTTCTCTGCATGTCCTCTCTCTAGTAATGTGCATGTCTGTGATATTAACCCTGGGACAGAAAAGTAAGAAATCTATCAGAATCCTCGCTGAAAGTCTTATT
TCTCCTTGAAACCGAAAGAGETTTCAAACGTGGCTTECTGAGTTTTTCAGTTTGCTGGTGGGTGGGTCTGGAGTGGGCATCCCGTCTGCACATCTGGTAGAGGCACTTTCCACATTTT
CCTCATGACTCAGGATCAGTTTCTGACTGCTGGGCGGGGCAAAGCCTCCTGAAGTTGCTGCG MBI TG TGAGCAGAGCTTGGTACAGCCCAAATAGTTTTCAGGTTAA
GAAAGCEAGARTCTTTGITCAGECACACTGACTGAACAGACTTTTAGTGGGGTTACCTGGCTAACAGCAGCAGCGGCAACGGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAG
CAGGGCTCCTGGGATAACTCAGGTGAGTAGA ENGEGIMIIBEEN A ACTTACCCTGGAGTTTTATTTCCTGGATAACTTAGCGTCTAAGAAAGATGAAGAAACTTCAACTTTGTAGTT
AACCAAACTCCACAGCTATATTTTATGGCTTGTCTGGATCAAATATGTGCCCGTTAATAGCAGTTTGAGAACTTCAAAAATAATGGAATTTTTGGTTGGTTATTTTGAGGGGTGTGTG
GGGTGATGATTGTGGTTGTCTGGCAATGAAACTTTTCTGGGGATATCTGGTCAGTTTTTTGTGTGTGTGCACACACGCGTGCATGTGTATGTGTTTGCCTTCTGCTACCCAAAATACC
TGGTAAGTGAGGAAAAATCACAGGGGATGGTGTTGAGGGGGAGAAGCGTGGCTCCTTTCAGGGCCTCCTTCTAGCTTCTGCTGACCCACAGCTGTGGGAAAATTATTGAAATGCG
AGCAAAATCTTGGAGCCACACTGTGTGCAAAAGGCCTGTGAACTCTGGTAGGAGGGTGAGCAGGCTGTGCAGTGTTGTACAGGAGGAAGTGGTGGCCAAGTCTATCTTAACTCCC
TGTCTGCACAGCCAGTGGTCTTCCTGCCCTGGTGACAGGTTGATCTTGGCTATTCCATTTTCAGCCTCTGGCCTGGCTTTGTTCCCCTCTGATTCCAGCTTTGGTTTAAACTTTGATTTC
AAGATGGGGCTCCATCCTCCACTCCCAGGCCAAGTACACTGTTCTAGGGTCTTCACTGGACCACTTGATCAGAACTGGCTTTGGGTGGGGGACGGGAAAAAGGAGCGGTGCATTGT
AATGGAAACAATTGGTTCTGAGGATTTGGAACTGTAAGTTTGCTGAAAAGCACATAGGAAAACTCAGCAAATTCTGCTGTCCTAACAATTACTTCTGGCTTCAGGATAAAACATCCT
GGTTTGTATTATTGGTGTATTGAAATTCAGCTAATGCCTCATTTGCTAATCTTTATIGTGAAAGTAAGAACACTTTACAGTCTGAAGTAATAAACAAAAAAATTATTTGTGGACTGCTA
ATTAACTCTTTTATTCCTCTGGAAGTTTGTGTGTGTGTGTGAGCATGCTTATGTGCACGTGTGTGCCTGGGTGTGTGTGAATACTTITGTATTCAAATAGCGTTCTTTATTTGTCCTTAG
ACTCCCTAGCAGTCTAGGGAAAAAGTCTAAACACTTACATGGTCAGGAATAGGTTAAAAAGCAGGCTTTCCATATCCTTGGGAGTTTTCAGTTCCTAAATTAAAAGCAGAAAAAGTC
CCTTTGTGACCCCAAAACAGTGTTTCTTTGATTAGCCTTGATTTGAAATCATCTCACCTTCTGACAGCTTGCAATTCAAAAACAAAACTTCTAAGTGCATTCTTGTGAGAAGAGTACAA
TATGAATTTTTAAAAGCAACGTCTTGCTTGACATATTGTGTCTGCATGTTTGCCCTCCTCCCCACCTTACAACAAATTGTGGTTTAAAAAAAAACGTTGGGAGGTCCCAGTTTTAGTGT
GGGCTCTGTCACTAACTACATAACCCTGGGCAAGTGCCTTTACCTTACAACAAAAGAAAGAAGTTGTACTAAGTGATTTCTAACAGACTTTCCAACATAACATTCTATAAAATCAGAA
TTTGATTCTTGAAAGGCTGGAAAAGTAGACATATAGGATGGGCTTATTCGGCCAAAAGGGCAAGTCAGCCAAAAAAGGAGGGGTGAAATAGGGAGGTGTAGAGAATGGTGGAG
GGGCAATTTTTATATTAGTCTTTTAAATGTTGGTGCATGTCTTATTTAAAGCACATGATCAAATTTCATTAGTTTCCCCTAAAGACAGAAAAGAAATTTAACTTGTTAAAATAAGTGCT
TCCTAATACTACTGCCCTGCTTTAGCCTTATCTTTAACAATAAAGAGTATGTTCACATACATAATTTCATTACATTCTCCCAATAACACTCTGAAGTAGACAGGGAAGCTAACATATTCC
CATTGTGCTATGTGGAAACTGAGGGACTGAGATGTTATGTATACTAAATGGTGATATTTTGGATTTGTTTCTGGATCTTGTAACCACCTGTGTTCCTTTTATCATTTTGAATTGCTTTTT
ATTTTTTGATAGAGTTATTGAGCAACCGAATTAAAATTGTGTCCTCTTTTTTTHCCIIGARTGEERIIGARCAGACTCTTCTCTCTGGGCCAGTAGGTACATCCTATATAAGGCAGTG
GGCTGGATCAGAGGATCTCTGTGGTCCTTTTTAGACCCAGAATATCTGGTTAGAAGTTTGAATCTGAACAGCCATACATAAGTCCTGTGGTTAAATGCGTGCCCATGTATGTAAGCT
ATGACTCTGCCTGTGTACCTATGAAAAGCACTATTCTCTGTATACCATGTGGATGCTGAATTTGTATTACTTTTTCCTATCCAAGTCCCTTTTCTCTCACCATACCACCCCCCAGGTGTG
GGGATAAGGGATGTGGATTGTGGGTAAAAGTGGTGCCTACTTCATGCCAGGGCAGAATTGGGTCTTCTGTATTCAATTTGTCTGCAAACTTTTATTGATTTTATCTTGATTTTTGCTC
CAAGTACAGAACAGGGATGAAACTGAGGAAAAGGAGAAACTAGGCAGGAACAATGCCTCAGCCATGCCCTCTCTCROTONOOCOAMMARGINGCCTCATGTTCTCTCCCACTCACCT
AAATCCAAAGTGGCTTGTGAACCACAGACAGGATGTATTTTATCAGATTTTTTTAGAGCAAAATATGCTTTTTGCTCTAAGGCTAACCCGCAGGTTAAGAAGCAAGAGATTTTGCTTT
CACGACTTGCCTAGCTTCCTCAAGCTTTCCAGTCCAGTGAGTAGAAAAAAAATACCTCTCTCTTTAAACTGCAGCCTTGTATTCTACGTGGCAGTCTCCCTCAACTTCCCTGGCAATTC
TCAACTTTCTGCACTCTGGGCCCGCTCCTATCCTTTGCCTTGGCAGACACGGTTGTCCTCATATTCTTTCTCAAAGTGGTGGATCTGAATTATAATAATATTG]
[ TGCTAAGCCCCACCACACTCTGCCTCACCCAACCGCTCATTCCACTAGCCCTCAGGCCACAGGGTCCCTCTTCTCAAATGTCCA AGAGGCTCTCCTTGGT
TTATATTCAAATCCCTGGGTTTATACTCAAAGCCCTAACTTTTATCTTGTCTCCCGACTTTCCTAATATGTGATCTTTAACGT, CCCCATCGCCATCGGGTGCAATA
GAACAGAAAGGAGGGAGTGTTCCCTTCTCTGCACTCATCCGTTCCAACAGAGTAAGTTGTTTATGACAAACTCAACTTACAAATTTCTGGGTTTCCAAAAGTATTCTGATGTTTAAAT
GATGAACCCGCCGATGTAAAGAGTTCAGATTCTCCCATGAACATCAAACCATGAAAATAAAGAACCTTTTCAATGTCTACCATGGCAATAAATTCTAGGCAGAATGCCTCAAAGTTG
AGTATCATGTTTGCTTGNGIMIMIIGEE CATTTGAACTAAAAAATCCTTTCTCTAAGAAGGCAGTGACCAAAAGAAGCAGTGTGGTGTGATGGAAAGCTGCACACTGAATCTGGCA
TTGCACAGAACCTGGATTTGAGTTAACTCTGCCATTTTCTAGCTACTGCTTCTCTGAGCTGCCATTTCTGCAGATACAAAATGAAGGGCACAGATAATCTCATTAAACATGACTGCTAT
GATGAGAACCCGAACTAAAATGTAAAATGCACATTTCAAACAAGAAATTGCCATGCAATCACTAATTCTCCACATAAGACATTTATCTGTTCAACAAACATTTTCTGAACAATATTTGT
GTGCCCAGCTCAATGCTAGGCAATGAGAGGGCTTCAGTGTATATTTTGCATTTATGGATCCACTTTCTACTTATTCAAAATTCCTCTTACACCAACCATCTCATTAGGTACACCCATGG
TGTAAGAGGGGCAGGGTAGATAACCTCACTTTCCTGATGAAAAATTTGAGGCACAAAGAGAACAAGGTCACAGAGCAAATGGATCACAGTTCTGTTGCCCAGTCAGAAATGCGGG
TCACTTTTTTTTTTTITTTTTTTTTTTTTTGAGACGGAGTCTCGCTCTGTTGCCCAGGCTGGAGTGCAATGGCACGATCTCGGCTCACTGCAACCTCCACATGAAGGTCACTTCTACTCT
CCAAGTCCGAGAGGACTTGGGACTACAGTTGTACTGTAGTGGAAGTTCAGGCTCATAGTCTGCTCTTCTTTATTTACTGTGTGTCCCCAGAACACAGGCACCCTGACCCAAAAGGTG
TTCCGTCAAGCTGTAATCTATCCATGTGAGCTGTACATTCTGCCTCTGAAAGAGTCTATTGGGATCACATGGGCTTTAAAAATCAAACCTGATTTTCCTTTCAATTGGTGCTACTTCTG
TCTGTACACAGGCCCTCTTTATAACAGGGATTCCTTTTGCAGGATCTTGCCTGCCTTGCCATTTGACCGAGTAGTAAGGAAGACCTTTGAAGGCAGAACAGGAAATACTCATTTATCC
AGAATGTCCAGGGACTAGGAGGTTCTGGCAAACTAAATATTCTAATTGCCINBMEBBEIMMMIBOR CATTTACAGTCCCCAGGCTCTGGCAATTCACCAAACCTTCTAGGGAAAGCAAGA
GGCGCAGTAGTGTTTGTTGTAAGTTTGAGCACACAAGAAAATTGGGATCCATTTGTAACAGCCTCCAGAAAGGAG TCTEECANACATICAGGIIGGCTCTGATGCTGCATAACTA
AAAATTTTTACTGATACCATCCATGCTTTCAAATACAATGAAGTACACTTTAATATTTAAAACACATGAGCAGACAAATCTGATGAAAAAAGGGACATCAGTATTTTGCAGTGTCCCC
ACAGCTCTCAATTTTAAAAGCAATTGCCAATAAATAAGGCTATGAAAAAAATGTGGTTATTCTCAGCTTCTTATTCCTTGGATTCAGAGAAAGGGTAAGTTTGTTGTACATACATTGC
AAATAACATTGTAATAACATTGCAAACATTTAAATTAAAAATTGTTATGGTTTTCAAATGGGGAAACTTCTTTACCAGTGAGGCATTTCAATGTGATACTGAAAGGATATAAAATGAA
CTAGTAGAGAGGTCTGATCAATATTTCACTTTTTATAAAACAGCGACTGCCTCACAGATATACCACACAGATACTCCTTAAAGTGCTAACGTATTCTCCTTATTTTTTAGCAGACATTCT
GTAGCTTAGTCAGGTTTTTTTTGTTTCAACCCTCCTGTGATTATAGAATATAGACTTTAGTTATTTCTAAAATACATTTTGAAATAGTTGACACCATGTAAATTTCACAATCTCATTCTTA
TTTACTGTTGAATGCCAGGAGAGGATCATTAAAATCATTACAAATCTTTGTGAATCAAGAAAAAGCACTGAAAACCCTATTATCACCCCAAAGCTATTGAAAATCAAATTTGCCTTTC
AAATTATCTTCCTAAAAACCAGTTGTTAAGAGCACTTGAGTGTGGGGCACTCTGATAGACATTGCTTGAAGAGCCACTATATGAATTCTCTGTTTAGCCATGTAAGGTTTTTGTTTTTC
CTCCTTTTTTTTTTTTTAAAGAAAAGAAAGCAAGAGTGTATTGCCATGGGATAACAATCTATAGCCCACCAAATTAGTGTAATTGAATTTCAGAGTCTGCCTTTTATCACAGGCAAAG
GATTATACATTAGACTTTTAAGAAGAAAGACCATACAATCTTTCTGTCTTTCCTTGTCTTTGGAGGCCATCTGCTGAGCTGTTTCTTGCAGTAGTCTTCCTGGCCAATAATAAAAAATG
CAAAGCTCTTTAAATGACAAGACGGAAGAAATTGTGTAAAAAGACTTGCTGGAATGGAAAGAGGCTGCTTTTCCCCTCATGCACAAAGTGTGCGACTCTCCAGGGCACCAAATTAT
TCTGACTACAGTAAAGTGATTTTTCCCTTATCTTCAAGTTGTTCTCTGCCTTGAACTACTCCCTGCTGGTGTAAATGGAAGACTTCTCTTTAAATTATAATGAATCACATTTAATTCACA
ATCTTTACTTTTATTATTGATTTTTCCCCAATAAGATTAAGGCCCATATTGCCCCATTTGACAGATAAAGAAACTGAGACCCAAAATGGTTAGGTGCCTTACCCAAGGCCCCATACTAA
TTAGTTGCGGAGTGTGGACACTTCTTTCTTTGAAAATGGTGACATTTCCTTTAAAGCCAAACTAGAAGTGCCTAGCTCTGGGAAGAAGTCACTGGGATGACGGCTGTTTGTCTAATC
TCAGGTAACCCTTAAAAGACCTGAGAAATTCTTCCTTCAAAGACAAAAATTTTCCTCATTCTAGGCATAGTTCAACACTATGGGTCCTCCTCTGAAGCTCTTCAAAAACCAGAAATACC
AGGAACTGAAGCAGGAATGCATCAAAGACAGCAGACTTTTCTGTGATCCAACATTTCTGCCTGAGAATGATTCTCTTTTCTACAACCGACTGCTTCCTGGAAAGGTGGTGTGGAAAC
GTCCCCAGGTAACTTTCTATTTTACACATTCTGTCTCCT

Figure 45: Séquence régulatrice de la calpaine-6 (Calp6-P)

L’analyse in silico de la séquence régulatrice de la calpaine-6 a révélé deux promoteurs putatifs, ici
représentés en rouge, ainsi que des sites de liaisons pour HIF-1 en bleu, NF-kB en rouge, Oct4 en
jaune, a Nanog en rose et Sox2 en vert. La séquence inhibitrice déduite des études de transactivation
est soulignée.

I.2. La calpaine-6 est une cible directe des facteurs HIF-1* dans les cellules

hypoxiques

Les sites consensus pour les facteurs HIF sont fonctionnels puisque les expériences

d’'immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) ont permis de mettre en évidence la
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présence de facteur HIF-1a lié a Calp6-P. Comme attendu, I’hypoxie (3% 02) a augmenté la

quantité de facteur HIF-1a associé a Calp6-P (Figure 46).
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Figure 46: Liaison des facteurs HIF-1a a la séquence régulatrice de la calpaine-6

(A) Analyse par ChIP de la fixation du facteur de transcription HIF-1a sur la séquence régulatrice
de la calpaine-6. Les complexes ADN-HIF-1a ont été fixés puis la chromatine a été
fragmentée. L’ADN a été a été immunoprécipité avec des IgG controles ou avec des anticorps
anti-HIF-1. Les ADN immunoprécipités ont été amplifiés par PCR en utilisant des amorces
spécifiques de la séquence régulatrice de la calpaine-6 ou des amorces spécifiques d’une
région sans HRE. De I’ADN génomique non précipité (Input) sert de contréle positif. Les
produits de PCR ont été déposés sur gel d’agarose 1% en présence de BET.

(B) Analyse par gPCR des ADN immunoprécipités. Les résultats sont exprimés en moyenne de
AACT + SEM (n=3 extraits de différentes cultures). * indique une différence significative entre
les cellules cultivées en hypoxie ou avec 21% 02. (p<0,05)

L'hypoxie augmente le niveau d’expression de la calpaine-6. De plus, nos résultats
montrent que la calpaine-6 est fortement exprimée dans les zones hypoxiques dans les
tumeurs murines, et dans les cellules ou HIF-1a s’"accumule dans les tumeurs humaines.
Dans les cellules humaines, HIF-1a semble étre le médiateur principal de I'hypoxie. En effet,
des siRNA spécifiques de ce facteur sont capables de bloquer totalement I'induction de

calpaine-6 sous hypoxie. (Figure 47)
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Figure 47: Effets de l'inhibition de HIF-1a sur l'induction de l'expression de la calpaine-6 par
I'hypoxie

Analyse par RT-gPCR de l'expression de la calpaine-6 aprés inhibition de HIF-1a. Les cellules
d’ostéosarcome humain ont été cultivées en présence de 21% ou 3% d’O,. Ces cellules ont été
transfectées avec des siRNA controles ou spécifiques de HIF-1la. Les résultats sont exprimés en
moyenne de AACT + SEM (n=3 extraits de différentes cultures).

I1.3. La calpaine-6 est une cible directe de NF-kB

Nous avions montré précédemment que I'expression de la calpaine-6 est dépendante
de I'activation de la voie NF-kB. (Marion et al., 2012) Nous montrons ici que la calpaine-6 est
une cible directe de cette signalisation puisque Calp6-P contient des sites fonctionnels pour

lier ces facteurs. (Figure 48)

Séquence
contrdle

Calp6-P

Figure 48: Liaison des facteurs NF-kB a la séquence régulatrice de la calpaine-6.

Analyse par ChIP de la fixation du facteur de transcription NF-kB sur la séquence régulatrice de la
calpaine-6. Les complexes ADN-NF-kB ont été fixés puis la chromatine a été fragmentée. L’ADN a été
a été immunoprécipité avec des IgG controles ou avec des anticorps anti-p65. Les ADN
immunoprécipités ont été amplifiés par PCR en utilisant des amorces spécifiques de la séquence
régulatrice de la calpaine-6 ou des amorces spécifiques d’une région sans site de fixation pour p65.
De 'ADN génomique non précipité (Input) sert de contréle positif d’amplification. Les produits de
PCR ont été déposés sur un gel d’agarose 1% en présence de BET.
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La voie de signalisation NF-kB est impliquée dans la réponse des cellules au stress

hypoxique. (Koong et al., 1994) Dans les cellules de sarcome, I'activité transcriptionnelle

résultant de I'activation de la voie NF-kB par I'hypoxie est dépendante de HIF-1a. (Figure

49A) De plus, I’hypoxie augmente la liaison de NF-kB a Calp6-P. (Figure 49B) Le blocage de la

voie NF-kB grace a I'expression d’une forme mutée de IkB (IkBM) réduit fortement I'activité

transcriptionnelle de Calp6-P (Figure 49C). Ces résultats indiquent que I'expression de la

calpaine-6 est stimulée par I'hypoxie qui active HIF-1a et indirectement la signalisation NF-

KB.
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Figure 49: Liaison des facteurs NF-kB a la séquence régulatrice de la calpaine-6

(A)

(B)

(C)

induise

HIF-1a

Mesure par luminescence de Iactivité transcriptionnelle de NF-kB. Les cellules
d’ostéosarcome humain ont été cultivées en présence de 21% ou 3% d’02. Ces cellules ont
été transfectées avec un plasmide rapporteur contenant des éléments de réponse a NF-kB et
des siRNA controles ou spécifiques de HIF-1a. Les résultats sont exprimés en unité relative de
lumiére (RLU) £ SEM (n=4 extraits de différentes cultures).

Analyse par gqPCR des fragments d’ADN immunoprécipités. Les résultats sont exprimés en
moyenne de AACT + SEM (n=3 extraits de différentes cultures). * indique une différence
significative entre les cellules cultivées en hypoxie ou avec 21% 02. (p<0,05).

Mesure par luminescence de I'activité transactivatrice de la calpaine-6. Les cellules 143B ont
été transfectées avec pGL4.10-Calp6-P-LUC ou pGl4.10 vide et un plasmide contréle ou
codant IkBM et un plasmide codant la Renilla . Les cellules d’ostéosarcome humain ont été
cultivées en présence de 21% ou 3% d’02. Les résultats sont exprimés en unité relative de
lumiére (RLU). Les résultats sont corrigés par I’activité Renilla. Les résultats sont la moyenne
des unités relative de lumiére (RLU) * SEM (n=4 extraits de différentes cultures).
al=3,12058E-05 valeur de p de la différence entre les cellules cultivées en 21%02 et les
cellules cultivées en 3%02, b1=2,218E-05 valeur de p de la différence entre les cellules
pcDNA controles et les cellules pcDNA IkKBM.

Il est établi que la réponse a I'hypoxie implique la production de cytokines qui
nt la signalisation NF-kB en se liant a leur récepteur.(Felx et al., 2006) Notamment,

induit I'expression de I'ET-1 dans des cellules tumorales, ce qui permet de favoriser
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I’angiogeneése et I'adaptation des cellules a un environnement hypoxique. (Gras et al., 2016)
Nous montrons ici que I’hypoxie augmente également la réponse des cellules tumorales a
I'ET-1. En effet, dans certaines lignées cellulaires d’ostéosarcome comme les 143B, I’"hypoxie
multiplie par 2 'augmentation de calpaine-6 induite par I'ET-1. (Figure 50A) Cela peut étre
d( a l'augmentation de I'expression du récepteur d’ET-1, ETB qui est observée dans les

cellules hypoxiques. (Figure 50B)
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Figure 50: L’hypoxie augmente la réponse a I'ET-1 dans les cellules 143B
(A) Analyse par RT-gPCR de l'expression de la calpaine-6. Les résultats sont exprimés en
moyenne de AACT + SEM (n=3 extraits de différentes cultures).
(B) Analyse par RT-gPCR de I'expression d’ETB. Les résultats sont exprimés en moyenne de AACT
+ SEM (n=3 extraits de différentes cultures).

De la méme facon, dans certaines lignées cellulaires, nous avons mis en évidence que

I’hypoxie augmente I'induction de la calpaine-6 par le RANKL et I’expression de RANK.

En conclusion, I'expression de la calpaine-6 est modulée par I'environnement
tumoral, Elle dépend notamment du niveau d’oxygene et des cytokines qui sont produites

dans I'environnement hypoxique. (Figure 51)
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Figure 51: Régulation de la calpaine-6 par des éléments du microenvironnement des cellules
tumorales

Les cellules tumorales mais aussi les ostéoblastes produisent de I'ET-1 et du RANKL. L’hypoxie active
HIF-1a et augmente I'expression des cytokines qui activent la voie NF-kB. HIF-1a peut également
réguler directement la calpaine-6 en se liant a son promoteur.

Environnement Tumoral

I.3. L’expression de la calpaine-6 est controlée par les facteurs Oct4, Nanog et

Sox2.

La séquence Calp6-P contient un nombre important de sites consensus spécifiques
des facteurs Oct4, Nanog et Sox2. Nos résultats de ChIP montrent que ces sites sont
fonctionnels. Mais I'association des facteurs avec Calp6-P est surtout évidente quand les
cellules sont cultivées en hypoxie. Ces résultats sont cohérents avec les études révélant que
I’hypoxie augmente I'expression d’Oct4 et Nanog dans des lignées de cellules cancéreuses de
poumons et de prostate et dans les tumeurs cérébrales. (Mathieu et al., 2011; Miyazawa et

al., 2014; Prasad et al., 2017)

Les facteurs Oct4, Nanog et Sox2 agissent conjointement pour augmenter
I’expression de la calpaine-6. Nous avons montré que l'inhibition d’'un des trois facteurs

suffit a bloquer I'augmentation de I'expression de calpaine-6 induite par I’"hypoxie.

Dans les cellules souche embryonnaires Oct4, Nanog et Sox2 forment un réseau de
facteurs qui s"autorégulent et se contrélent mutuellement. Ils agissent avec KLF4 et c-Myc
pour réguler I'expression des genes de différentiation et de pluri-potentialité. (Figure 52) Il
est a noter que Calp6-P contient 7 sites consensus pour KLF4. La calpaine-6 est donc

contr6lée comme un gene impliqué dans le développement ce qui est cohérent avec le fait
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gue cette protéine est exprimée surtout dans des tissus embryonnaires et que sa délétion
accélere la différenciation des cellules musculaires. (Dear et al., 1997; Tonami et al., 2013) La

calpaine-6 apparait donc comme une protéine oncofcetale.

CDLsed o

mﬂﬂ /Sﬂmuiaﬂon de la prolifération
Régulation de |I'accessibilité a la chromatine

Reégulation positive de facteurs contrélant le phénotype de cellule souche

Régulation negative de la différenciation
Draprés McConnell B B, and Yang VW Physiol Rev 2010,90:1337-1381

Figure 52: Régulation et autorégulation des facteurs de transcription Nanog, Oct4 et Sox2
Ces facteurs de transcription coopérent avec KLF4 et c-Myc pour maintenir le phénotype de cellule
souche ou inhiber la différenciation cellulaire. D’aprés McConnell & Yang, 2010

Il a été rapporté que Nanog et Oct4 peuvent avoir une activité activatrice ou
répressive selon les cofacteurs recrutés. (Liang et al., 2008) Nanog, Oct4 et Sox2 peuvent
étre impliqués dans des modifications de la conformation de la chromatine, par exemple en
recrutant des cofacteurs régulateurs de |'accessibilité a 'ADN cible, soit des coactivateurs
comme CBP ou p300 qui influencent l'acétylation des histones ou au contraire des
corépresseurs avec une activité déacétylase. (Chen et al, 2008) D’autre part, en
interagissant entre eux ou avec d’autres éléments distants ces facteurs pourraient
également permettre la formation d’une boucle de I'ADN. Il a été montré que ce type
d’évenements peut activer la transcription en augmentant la concentration locale de
certains facteurs de transcription, de cofacteurs et de facteurs modifiant la chromatine a

proximité du site de début de transcription. (Dekker, 2002; Scheilf, 1992) (Figure 53)
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Figure 53: Mode d’action des facteurs de cellule souche sur le promoteur du géne inhibiteur de
différenciation, (Id3) dans des cellules souche embryonnaires

Oct4 permet la liaison de Sox2 et Nanog puis le recrutement de différents facteurs de transcription
comme Smadl et STAT3. Ce complexe interagit avec p300 et I'’ARN polymérase Il (Pol Il) pour
moduler la transcription du gene. D’aprés Chambers & Tomlinson, 2009

Etant donné la répartition des sites consensus pour les facteurs Oct4, Nanog et Sox2
sur la séquence régulatrice Calp6-P, nous avons émis I’hypothése que ces facteurs
pourraient former de tels complexes et modifier la conformation de la chromatine dans la
séquence Calp6-P. Nous avons donc réalisé une étude de capture de la conformation de
chromatine (3C). (Figure 54A) Nos résultats suggerent que les séquences situées vers - 1912
pb et - 4580pb dans Calp6-P pourraient étre liées. (Figure 54B) Cette modification de la
chromatine semble bien dépendre de la présence d’Oct4 Sox2 et Nanog, puisque les
produits de PCR correspondants a cette conformation sont plus abondants quand les cellules
sont cultivées en hypoxie ou quand les facteurs sont surexprimés (Figure 54C et D) On peut
émettre I'hypothese que la modification de conformation induite par la formation du
complexe de facteurs de transcription pourrait mettre hors circuit la séquence répressive de

Calp6-P.
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Figure 54: Analyse par 3C de la séquence régulatrice de la calpaine-6

(A) Représentation schématique des coupures enzymatiques effectuées et des amorces utilisées
pour la 3C, le couple d’amorces AB servent de controle interne. Les couples d’amorces, AC et
AD nous permettent par PCR de mettre en évidence des liaisons de régions éloignées de
I’ADN comme illustré.

(B) Représentation schématique de la boucle d’ADN attendue entre — 1912 pb et -4580 pb.

(C) PCR effectué sur I’ADN extrait aprés immunoprécipitation.

(D) qPCR sur les ADN extraits de cellules controles ou transfectées avec des plasmides codant
pour Oct4, Sox2 et Nanog. Les amorces AD ont été utilisées. Les résultats sont exprimés en
moyenne de AACT + SEM (n=3 extraits de différentes cultures).

Il est apparu intéressant de mieux caractériser la formation du complexe de facteurs
de transcription impliquant Oct4 Sox2 et Nanog afin d’inhiber I'expression de la calpaine-6.
Nous avons notamment déterminé si la présence d’Oct4, Nanog et Sox2 sur Calp6-P pouvait
moduler les interactions entre NF-kB et cette séquence. Nous avons montré que I'inhibition
de I'expression d’Oct4, Sox2 ou Nanog altéré la liaison de NF-kB a la région promotrice de la
calpaine-6. (Figure 55A) Mais de fagon surprenante l'inhibition de ces facteurs altérait de la
méme facon la liaison de NF-kB sur le promoteur de la GAPDH qui était utilisé comme
contréle positif du ChIP. Or, ce promoteur ne contient pas de sites pour Oct4, Nanog ou

Sox2. (Figure 55B)
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Figure 55: Les facteurs Oct4, Sox2 et Nanog modulent la liaison de NFkB a la région promotrice de
la calpaine-6
L'ADN et les protéines associées ont été fixée avec du PFA extraits des cellules 143B cultivées en
hypoxie et incubés avec des anti-NF-kB. Aprés séparation sur des billes magnétiques couplées aux
protéines A et G, I’ADN a été purifié et la séquence du promoteur de la calpaine a été amplifiée par
gPCR. De I’ADN non précipité a servi de controle (Input). Les AACT sont calculés en prenant les
valeurs des cellules si controle 21%02 comme valeurs de référence. Les résultats exprimés sont la
moyenne de 3 mesures + SEM.

(A) gPCR réalisée en utilisant des amorces spécifiques de Calp6-P.

(B) gPCR réalisée en utilisant des amorces spécifiques d’'une séquence ne comportant pas de

sites de liaisons a Oct4, Sox2 et Nanog.

De fagon cohérente, I'inhibition comme la surexpression des facteurs Oct4, Nanog et
Sox2 modulent 'activité transcriptionnelle controlée par la voie NF-kB. Il semble donc que
les facteurs de cellule souche influencent cette signalisation. (Figure 56) Pour étudier
spécifiguement les interactions des différents facteurs avec Calp6-P il faudra donc sur

exprimer NF-kB en méme que les autres facteurs.
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Figure 56: La surexpression d'Oct4, Sox2 et Nanog régule la signalisation NF-kB

Les cellules d’otéosarcome 143B ont été ensemencées en plaques 24 puits et transfectées avec le
plasmide pGL4.10 ou la construction rapporteur NF-KB et le plasmide pcDNA3.1 vide ou un cocktail
de plasmides codants pour Oct-4, Sox2 et Nanog. Les résultats sont des valeurs moyennes des unités
de lumiére relative (RLU) de 3-4 puits + SEM. c1 = 1,0603E-05 est la valeur p de la différence entre les
cellules transfectées avec pcDNA3.1 et les cellules transfectées avec pcDNA3.1-Oct4, Sox2 et Nanog
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Discussion Générale et perspectives
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I. Discussion

Pour améliorer les chances de survie des patients ayant développé des tumeurs
osseuses, un effort considérable a été apporté ces dernieres années pour déchiffrer les
anomalies génétiques a I'origine de ces tumeurs et pour comprendre les relations entre la
tumeur et le tissu hoéte. (Taran et al.,, 2017) (Limin & Dennis, 2015) Cependant, plusieurs
arguments poussent a envisager la progression tumorale sous un autre angle. Les tumeurs
sont des tissus hétérogenes constitués de cellules qui ont des capacités diverses pour
résister aux agents de chimiothérapie ou pour former de métastases. Ces métastases et les
récidives locales peuvent se développer longtemps apres une période de rémission. (Eide &
Druker, 2017; Valent et al., 2012) Ainsi, des cellules tumorales peuvent rester dans un état
latent ou dormant et reproduire une tumeur apres un stimulus inconnu. (Aponte & Caicedo,
2017; Zaidi et al., 2017) Ces données suggérent que le développement des sarcomes osseux

implique des cellules avec des caractéristiques de CSC.

Parce que la calpaine-6 permet d’identifier des cellules a la téte de la hiérarchie
cellulaire, initiatrices de tumeur et de métastase et également plus résistantes aux
traitements, nous proposons la calpaine-6 comme nouveau marqueur de cellules souche des

sarcomes.

Cependant, une des questions importantes qu’il reste a résoudre est celle de la
contribution réelle de ce type de cellules a linitiation et/ou au développement des
sarcomes. Pour répondre a cette question, nous avons construit 1 plasmide qui code la CRE
recombinase fusionnée avec le récepteur aux cestrogenes (CRE-ER) sous le contrOle de
Calp6-P. Ce plasmide associé avec Rosa26 mT/mG (#17787, Addgene) nous permettra de
tracer la descendance des cellules calpaine-6" implantées chez la souris. Nos avons
précédemment montré que les tumeurs osseuses qui sont des récidives sont trés enrichies
en calpaine-6. Cela suggére que les cellules calpaine-6" pourraient jouer un réle dans le
développement de ces récidives. Il sera particulierement important de définir ce réle non
seulement dans les récidives locales mais aussi métastatiques. En effet, il semble impossible
de prévoir et donc de prévenir la survenue d’un sarcome puisqu’il dépend d’une équation
complexe impliquant des altérations géniques et un environnement particulier. Les progres

de la chirurgie permettent des résections conservatrices de la tumeur. Il reste donc crucial
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de comprendre le processus métastatique qui est le principal événement qui réduit la survie

des patients.

Bien que nous ayons précédemment montré une corrélation inverse entre
I’expression de la protéine calpaine-6 dans des tumeurs osseuse primaires et la réponse a la
chimiothérapie, les analyses de transcriptome effectués sur des extraits de tumeurs n’ont
pas permis d’associer de facon significative I'expression de la calpaine-6 a des
caractéristiques clinigues comme le grade ou la présence de métastases. La seule publication
rapportant une analyse de tumeurs de la téte et du cou ne montre aucune association,
excepté une corrélation inverse entre I'expression de calpaine-6 et la survie des patients.
(Xiang et al., 2017) Ces résultats contradictoires avec les fonctions de la calpaine-6 montrées
par ailleurs, sont peut-étre dus a la possible rareté des cellules de type souche dans des
tumeurs déja bien évoluées. Il semble donc impossible de se servir de la calpaine -6 comme
marqueur pronostic. Par contre, la calpaine-6 pourrait servir de marqueur de cellules souche
pour des analyses de transcriptome et de génome de cellules individuelles qui permettraient
de mieux caractériser sur le plan moléculaire des cellules souche des tumeurs et ainsi

d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques.

La calpaine-6 apparait elle-méme comme une cible thérapeutique. En effet, nos
résultats indiquent gu’elle remplit des fonctions importantes au sein de ces cellules en
controlant leur destin. La calpaine-6 est un médiateur des effets de I’hypoxie directement

impliqué dans le processus d’autophagie et dans la prévention de I'entrée en sénescence.

Il semble que la progression tumorale implique la production de cellules sénescentes.
Ces cellules produisent des cytokines inflammatoires qui servent a recruter les cellules du
stroma tumoral notamment les cellules qui sont éduquées pour devenir des fibroblastes
associés a la tumeur (TAF) qui eux-mémes participent au développement tumoral en
modelant le microenvironnement pour faciliter I'échappement des cellules cancéreuses vers
des sites métastatiques et pour leurrer le systeme immunitaire. (Prime et al., 2016) Nous
avons observé que l'injection de la population totale de cellules K7M2 dans le tibia des
souris induisait le développement d’un plus grand nombre de nodules métastatiques par
rapport a l'injection de cellules triées GFP™ (Fig. 1 de Iarticle). Ce résultat pourrait indiquer

gue le processus métastatique précoce dépend en partie d’'une coopération entre des
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cellules calpaine-6" et des autres cellules de la tumeur. Il peut donc sembler contradictoire

d’avoir pour objectif d’induire la sénescence des cellules tumorales.

De facon intéressante Erenpreisa & Cragg ont décrit des mécanismes cellulaires qui
sont propres aux CSC et leur permettent de passer les points de contréle et d’échapper a
I'arrét du cycle cellulaire malgré I'instabilité génomique. (Erenpreisa & Cragg, 2013) Ces
mécanismes impliquent des processus de sénescences et d’autophagie. Ills ont montré que
des dommages a I’ADN induit par un agent de chimiothérapie ou par une catastrophe
mitotique entrainent une polyploidie associée a un état de sénescence réversible dans les
CSC. Les dommages a I’ADN entrainent une augmentation de I’expression de p21 et/ ou p16
ce qui a pour effet un arrét du cycle cellulaire en phase G2/M et I'augmentation de
I'expression d’Oct4 puis de Nanog et Sox2. L'expression d’Oct4 induit I'activation de
I'autophagie qui permet aux CSC de passer d’'un état polyploide a un état diploide en
dégradant les nucléi en surnombre et les protéines liées a la sénescence. Ce processus a été
nommé « néosis ». (Rajaraman et al, 2005) Nos résultats indiquent que les cellules qui
expriment la calpaine-6 ont de nombreux points communs avec les CSC décrites par
Erenpreisa & Cragg. Elles sont arrétées en phase G2/M, elles sont polyploides et ont un flux
autophagique dynamique et essentiel a leur survie. C'est un argument qui renforce nos
conclusions sur le caractére souche des cellules qui expriment la calpaine-6. Cela indique
également gu’induire la sénescence spécifiguement de ces cellules souche pourrait étre une

stratégie thérapeutique efficace.

Finalement, I'expression de la calpaine-6 nous a permis de distinguer au moins 2
types de cellules tumorales avec des destins tres différents. Un type cellulaire est capable de
s’auto renouveler, 'autre est susceptible d’entrée en sénescence. Nos résultats suggerent
gue la descendance des cellules exprimant la calpaine-6 forme la masse tumorale et serait
essentiellement composée de cellules sénescentes. Le fait que la suppression de la
population des cellules exprimant la calpaine-6 résulte en une inhibition du développement
tumoral conforte I'idée que ces cellules constituent la source qui restaure continuellement
les autres populations cellulaires tumorales. La figure 57 schématise I'organisation tumorale

gue I'on peut proposer a partir de nos résultats.
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Figure 57: Schéma de I'organisation tumoral possible dans les sarcomes osseux

Les cellules exprimant la calpaine-6 s’auto-renouvellent pour maintenir un pool stable de
CSC et donnent des cellules capables d’entrer en sénescence qui composent la masse
tumorale. Ces cellules sénescentes produisent des cytokines pro-inflammatoire telles que
I'IL-1B, I'll-6, I'll-8 ou encore I'll-15 appartenant au SASP. Ce qui a pour effet de recruter et
d’éduquer des cellules du stroma afin de permettre aux cellules exprimant la calpaine-6
d’échapper au systeme immunitaire, de migrer hors de la tumeur et de permettre la
croissance tumorale et le développement des métastases.

II. Perspectives

Nos travaux ouvrent différentes perspectives d’études qui auront pour but de mieux
comprendre les fonctions de la calpaine-6 et de mettre en évidence des outils pour cibler

cette protéine ou son activité et réduire ainsi la population de CSC au sein des tumeurs.

I.1. Autophagie et développement métastatique

Nos résultats suggerent que la calpaine-6 est directement impliquée dans le
processus d’autophagie mais pas dans la signalisation qui le controle en amont. En effet,
nous n’avons pas observé que la suppression ou la surexpression induise des modifications

des génes Atg. Tonami et coll.,, ont montré que la calpaine-6 stabilise le réseau de
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microtubules. Le méme groupe de chercheur a montré que la calpaine-6 controle la
dynamique des vésicules pinocytaires dans des macrophages. (Miyazaki et coll., 2016) Notre
hypothése est donc que la calpaine-6 pourrait moduler le flux autophagique en agissant sur

les microtubules et/ou en contrélant le trafic vésiculaire qui dépend de ce réseau.

Récemment, il a été mis en évidence que le processus d’autophagie pouvait étre lié a
la migration cellulaire. En effet, I'autophagie via un récepteur cargo, NBR1, permet le
désassemblage des adhésions focales au cours de la migration cellulaire. Les
autophagosomes sont associés aux adhésions focales lors de ce désassemblage, ce qui
pourrait permettre le recyclage des intégrines tels que l'intégrine B1 et des protéines du
cytosquelette. L'inhibition de I'autophagie inhibe partiellement la dynamique des adhésions

focales et empéche la migration cellulaire. (Kenific et al., 2016)

Ainsi, la calpaine-6 pourrait contréler les capacités métastatiques des cellules de
sarcome en modulant les capacités migratoires des cellules tumorales. Notre premier
objectif sera donc d’inhiber I'autophagie en utilisant la chloroquine pour déterminer si cela
supprime les capacités métastatiques des cellules Calp6-P-GFP+. Le deuxieme objectif sera
de déterminer comment la surexpression ou la suppression de calpaine-6 influence la
migration des cellules d’ostéosarcome et modifie le cytosquelette d’actine, de vimentine
et/ou des microtubules, la dynamique des autophagosomes, des adhésions focales et le

recyclage des intégrines pour mettre en évidence les mécanismes impliqués.

Les travaux de Miyazaki et coll. sur les macrophages recrutés dans les plaques
d’athéroscléroses montrent également que la calpaine-6 est présente dans certaines
vésicules associées aux lysosomes mais différentes des vésicules pinocytaires, des
endosomes ou des mitochondries. De plus, la calpaine-6 interagit avec CWC22 (spliceosome
associated protein homolog) et régule la localisation cellulaire de ce facteur et par
conséquence son activité. (Miyazaki et al., 2016) Ces données suggerent que la calpaine-6
pourrait avoir un role de protéine chaperonne comme p62 ou NBR1 et servir pour recruter
des ligands spécifiques dans les autophagosomes et ainsi contribuer a une autophagie
sélective de ces ligands. Nous chercherons donc a identifier des partenaires moléculaires de

la calpaine-6 par des méthodes de protéomique puis nous déterminerons si I'interaction
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avec la calpaine-6 permet de modifier la compartimentation subcellulaire et/ou le niveau

d’expression des partenaires dans la cellule.

I1.2. Inhibition des activités de la calpaine-6 a des fins thérapeutiques

L’objectif général de ce projet est d’apporter la preuve de concept que la calpaine-6
peut étre ciblée pour contréler la croissance des tumeurs osseuses, le développement des
métastases et la réponse a la chimiothérapie. La calpaine-6 est une calpaine atypique qui n’a
pas d’activité catalytigue connue. Nous ne pouvons donc pas envisager d’utiliser des
inhibiteurs pharmacologiques comme pour les calpaines classiques. Notre stratégie sera
plutét d’essayer de perturber les interactions entre la calpaine-6 et ses partenaires
moléculaires. Pour cela nous étudierons les effets de I'expression de formes tronquées de la
calpaine-6. Nous avons réalisé des constructions pour exprimer dans les cellules cancéreuses
les différents domaines de la calpaine-6 (domaine I, Ill ou C2 terminal). Nous étudierons les
effets sur le flux autophagique et la sénescence. Nous espérons a partir de cette étude
concevoir des peptides pour inhiber les interactions et altérer les fonctions pro-tumorales de

la calpaine-6.

L’inhibition de la calpaine-6 pourrait étre un complément aux traitements classiques
qui ciblent 'ensemble des cellules composant la tumeur mais qui ne sont pas efficaces sur
les CSC. Lexpression de la calpaine-6 étant restreinte chez ’'THomme apres la naissance, nous
espérons pouvoir obtenir un effet spécifique sur la tumeur et ne pas affecter les cellules

saines.
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Liste des Abréviations

2-HG: Hydroxyglutarate

ABC: ATP Binding Cassette

ADN: Acide DésoxyriboNucléique

AKT: Protein Kinase B

ALDH: ALdéhyde DésHydrogénase

ARN: Acide Ribo Nucléique

ATG: Autophagy Related

ATP: Adénosine Tri phosphate

BMP: Bone Morphogenetic Protein

CBP: Cyclic AMP response element-Binding Protein
CD: Cluster of differentiation

CDK: Cyclin-Dependent Kinase

ChIP: Immuno Précipitation de la Chromatine
CRE: CRE recombinase

CSC: Cellules Souche Cancéreuses

CSE : Cellule Souche Embryonnaire

CWC22: spliceosome associated protein homolog
CXCR4: CXC chemokine Receptor 4

DCV: Dye Cycle Violet

DISC: Death-Inducing Signaling Complex

DKK: DicKKopf

DLL: Delta Like Ligand

DNMT: ADN méthyltransférases

DNMT: DNA MethylTransferase

EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor

ERG: ETS-Related Gene

ERK: Extracellular signal-Related protein Kinase
ET : EndoThéline

ETBR: Endothelin type B receptor

EWS: EWing Sarcoma

EZH: Enhancer of Zeste Homolog

FLI1: Friend Leukemia Integration 1 transcription factor
GFP: Green Fluorescent Protein

Gli: Glioma-associated oncogene homolog
GRP: Gastrin-releasing peptide

GSF: Groupe Sarcome Frangais

H: Histone H

H3Knme: méthylation de la lysine n de I'Histone H3
HDAC: histone désacétylase

HES: mammalian homolog of the hairy gene
HEY: Hairy Ears, Y-Linked

Hh: Hedgehog

HIF: Hypoxia Inducible Factor

HRE : Eléments de Réponse a I'Hypoxie

IDH: Isocitrate DeHydrogenase

IFN: Interféron

IGF1: Insulin-like Growth Factor 1 Receptor
IGS: Inhibitors of the Gamma Secretase

IL-: InterLeukin-
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iPSC: induced Pluripotent Stem Cell

IkB: Inhibitors of NF-kB

LMC: Leucémie Myéloide Chronique

IncRNA: long non coding RNA

MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinase

MDR: MultiDrug Resistance

MEC: Matrice ExtraCellulaire

miR: micro ARN

MMP: Matrix Metallo Proteinase

mTOR: mammalian Target Of Rapamycin

NF-kB: Nuclear Factor of Kappa light polypeptide gene enhancer in B-cell
NGF: Nerve Growth Factor

NICD: Notch IntraCellular Domain

NK: Natural Killer

NRB1: NeuraBin-1

Oct: Octamer-binding transcription factor

OPG: OstéoProtéGérine

PDGF: Platelet Derived Growth factor

PDK1: Pyruvate Dehydrogenase Kinase isozyme 1
PDL: Programmed Death Ligand

PDX: Xénogreffe dérivée de Patients

PI3K: Phosphatidylinositol 3 Kinase

PKC: Protéine Kinase C

pRb: Protéine du RétinoBlastome

Prx: Paired related homeobox

PTEN: Phosphatase and TENsin homolog

PTHrP: ParaThyroid Hormone-related Protein
RANKL: receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand
RECQLA4: hélicase a acide désoxyribonucléique
Smo: Smoothened

Sox: SRY (sex determining region Y)-box

STAT: Signal Transducer and Activator of Transcription
TAZ: Tafazzin

TGF: Transforming Growth factor

TGFBR: Transforming growth factor, beta receptor
TNF: Tumor Necrosis Factor

TRAIL: TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand
UPR: Unfolded Proteine Response

VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor

Wnt: wingless integration site

WRN: Werner Syndrome RecQ Like Helicase
YAP: Yes-associated protein
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” Calpain-6 expression identifies a stem cell population in osteosarcoma”

Avril 2015 : Présentation Orale (3min) et poster

European Calcified Tissue Society (ECTS) et Cancer and Bone Society, Rotterdam, Pays-Bas
“Calpain-6 expression identifies a stem cell population in osteosarcoma”

Prix recu: New investigator award

Juillet 2016: Présentation Orale (10 min)
PhD training course de I'European Calcified Tissue Society (ECTS), Oxford, Royaume-Unis

“Calpain-6 acts as a cell fate determinant and identifies osteosarcoma stem cells”

Octobre 2016 : Présentation Orale (15 min)
Journées BIOSARC (Groupe Sarcome Francais), Strasbourg, France
“La calpaine-6 identifie des cellules souche des ostéosarcomes”
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ANNEXE 2

Soumission de I'article au journal Cell Stem Cell

Réponse des éditeurs

Nov 01, 2017
RE: CELL-STEM-CELL-D-17-00677

"Calpain-6 controls the fate of sarcoma stem cells by promoting autophagy and preventing

senescence"
Dear Dr. Modrowski,

Thank you for submitting your paper to Cell Stem Cell. | have carefully read it, assessed the
related literature, and discussed it within the editorial team. We recognize that your paper
reports that calpain-6 expressing cells have a tumorigenic capacity and may exist at the top
of a sarcoma cell hierarchy. We also see that your study reports that knockdown of calpain-6
increases senescence phenotypes and that calpain-6 is involved in hypoxia dependent
autophagy. We appreciate that study of cancer stem cell populations may offer potential

avenues for targeting and therapy in difficult to eradicate cancers, particularly solid tumors.

From an editorial perspective, however, we are concerned whether the paper would be a
strong candidate at Cell Stem Cell. Based on our experience with broadly related papers, it
seems likely to us that reviewers would look for the use of primary patient samples and/or
strong genetic models to support your conclusions that calpain-6 mediates cancer stem cell
activity, and that without this level of data, the overall physiological relevance of these
findings is somewhat unclear. The burden of proof for introducing a cancer stem cell
population and a potential hierarchy in sarcoma is high, and it seems likely to us that
reviewers would be looking for serial transplantations and substantially stronger
characterization of stemness. Based on these considerations, we unfortunately need to let
you know that we do not view the paper as a strong candidate for Cell Stem Cell, and would

instead like to suggest that vyou target the paper to another journal.
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| am sorry to be sending you disappointing news on this occasion. | appreciate that you and
your colleagues invested a significant amount of time and effort into this study and were no
doubt hoping for a more positive outcome. Our overall goal in making this decision is to help
you publish your work in as timely a way as possible. From our careful consideration of this
study, it seems to us that it is not a sufficiently strong candidate for publication in Cell Stem
Cell to make in-depth review a productive route to take, and it therefore seems best to us to

save time for both you and potential reviewers by communicating about that at this stage.

We very much appreciate your interest in publishing with Cell Stem Cell and your decision to
submit your paper to us. | hope you will choose to do so again in the future with your next
exciting project, and would look forward to working with you at that time. In the interim, |

also hope that you are soon able to find a good home for this current paper.
Yours sincerely,

Anh

Anh Nguyen, Ph.D. Scientific Editor, Cell Stem Cell

Rebuttal letter

Dear Dr. Nguyen

Thank you for the constructive comments about our manuscript entitled “Calpain-6 controls
the fate of sarcoma stem cells by promoting autophagy and preventing senescence" by
Marion et al. We appreciate that you are convinced that we provided evidence that calpain-
6 expression confers specific tumorigenic capacities to sarcoma cells and that calpain-6
knockdown blocks autophagy and induces senescence. However, we acknowledge that you

have concerns about the overall physiological relevance of our data.

We would like to stress that we used mouse and human cell lines with different cellular
origin and genetic alterations. We also used syngeneic and immunodeficient mouse models
to support our conclusion that calpain-6 mediates cancer stem cell-like activity.
Nethertheless, there is a lack of strong genetic model that properly mimic sarcoma

development. This actually penalizes the visibility of the researches on these rare tumors.
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But cell grafts are good alternatives to reveal cell intrinsic mechanisms. Indeed, modifying
the whole genotype of the mice would not allow for discrimination of the effect on cancer

cells from the possible one on cell microenvironment.

To our point of view, we provided the best argument to characterize stemness of cancer
cells showing that calpain-6 expression depends on the master transcription factors which
control multipotency and renewal of embryonic stem cells and reporting that calpain-6
expressing cells are at the top of cellular hierarchy, able to reconstitute tumor
heterogeneity, highly tumorigenic and involved in metastases progression. However, we
agree that evidence obtained from primary patient samples and especially in patient-derived

tumor transplantations would be even stronger.

We would like to address the questions about the relevance and provide a better proof-of-
concept. Therefore, we are currently collecting paraffin-embedded sections of sarcoma
tissues that have served for xenograft attempts in mouse. We aim to determine whether
calpain-6 expression within primary patient samples may correlate with growth and
transplantation capacities in mice. Based on previous findings showing that relapses of
primary osteosarcoma strongly expressed calpain-6 as compared to primary tumors (Marion
et al., Int J cancer, 2012), we will also study whether patient-derived tumors in mouse are
enriched in calpain-6 expressing cells. Despite of the resource scarcity we believe that this
could be performed within a couple of months. If we successfully enrich our study with such
data, we hope that the manuscript will be sufficiently strengthened and we would be

grateful if you could consider it again for review in your journal?

Yours sincerely
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Titre : La calpaine-6 identifie et maintient la population de cellules souche des
sarcomes osseux en contrdlant les processus d’autophagie et de sénescence.

Résumé : Les cellules souche cancéreuses contribuent au développement des sarcomes,
mais le manque de marqueurs spécifiques empéche leur caractérisation et la possibilité de
cibler ce type de cellules. Nous avons utilisé la séquence régulatrice de la calpaine-6 dans
des systemes rapporteurs pour identifier les cellules exprimant la calpaine-6. Ces cellules
étaient des cellules initiatrices de tumeurs et se comportaient comme des cellules souche,
au sommet de la hiérarchie cellulaire. L'expression de la calpaine-6 dépend d’un programme
génique de cellules souche qui implique Oct4, Nanog et Sox2 et est activée par I'hypoxie.
L’inhibition de la calpaine-6 a bloqué le développement tumoral et a induit la diminution du
nombre de cellules souche cancéreuses dans les sarcomes osseux. L'expression de la
calpaine-6 était inversement corrélée a I'expression de marqueurs de sénescence mais était
associé a un flux autophagique dynamique. L'inhibition de la calpaine-6 a induit I'entrée des
cellules en sénescence et a supprimé le flux autophagique. Nos résultats révelent que le
calpaine-6 identifie les cellules souche des sarcomes et joue un role important dans le
maintien des cellules souche cancéreuses en controlant les processus d’autophagie et de
sénescence. La calpaine-6 semble étre une cible thérapeutique prometteuse pour éradiquer
les cellules souche dans les sarcomes.

Mots Clefs : Calpaine-6, Sarcomes osseux, Cellules souche cancéreuses, autophagie,
sénescence

Title: Calpain-6 controls the fate of sarcoma stem cells by promoting autophagy
and preventing senescence.

Abstract: Cancer stem cells contribute to sarcoma development, but lack of specific
markers prevents their characterization and the possibility of targeting. We used the
regulatory sequence of calpain-6 in reporter constructions to identify calpain-6—expressing
cells. These cells were tumor-initiating cells and behaved like stem cells at the apex of the
cellular hierarchy. Calpain-6 expression depended on the stem-cell transcription network
that involves Oct4, Nanog, and Sox2 and was activated by hypoxia. Calpain-6 knockdown
blocked tumor development and induced depletion of sarcoma stem cells. Calpain-6 was
inversely associated with expression of senescence markers but was associated with a
dynamic autophagy flux. Calpain-6 knockdown induced cell entry into senescence and
suppressed autophagy flux. Our results reveal that calpain-6 identifies sarcoma stem-cell and
plays an important role as a regulator of cancer cell fate driving a switch between autophagy
and senescence. Calpain-6 may be a promising therapeutic target to eradicate sarcoma stem
cells.

Keywords: Calpain-6, Bone sarcoma, Cancer stem cells, autophagy, senescence
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