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FGF: Fibroblast Growth Factor

FRET: Fluorescence Resonance Energy Transfer

Gal: Galactose
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GalCer: Galactosylcéramide

GalNAc: N-acétylgalactosamine

GAB: Protéine AP liée aux gangliosides

GD3S: GD3 synthétase

GD3S+: GD3 synthétase positif

GEM: Glycosphingolipids Enriched Microdomain
Glc: Glucose

GlcCer: Glucosylcéramide

GIcNAc: N-acétylglucosamine

GM2-AP: GM2-activator protein

GPI: Glycophosphatidylinositol

GSLs: Glycosphingolipides

GTs: Glycosyltransférases

HGF/SF: Hepatocyte Growth Factor/scatter factor
HPRT: Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase
IDC: Invasive Ductal breast Carcinoma

JNK: c-Jun NH2-terminal kinase

Kb: Kilobases

KO: Knock-Out

LacCer: Lactosylcéramide

MAG: Myelin-Associated Glycoprotein

MEK: Mitogen-Activated Protein (MAP) Kinase/ERK kinase
MET: Mesenchymal-to-epithelial-transition

Neu3 : Neuraminidase 3

Neu5,9Ac;: Acide N-acétyl-9-O-acétylneuraminique
Neu5Ac: Acide N-acétylneuraminique

Neu5Gc: Acide N-glycolylneuraminique

NSCLC: Non-Small Cell Lung Cancer

PBS: Phosphate Buffered Saline

PDGFR: Platelet-Derived Growth Factor Receptor
PDMP: D,L-thréo-1-phényl-2-décanoylamino-3-morpholino-1-propanol
PFGF: Fibroblast Growth Factor
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PI3K: Phosphatidyl-Inositol 3-OH Kinase

PIP3: Phosphatidyl-Inositol (3,4,5)-triphosphates
PKA: Protéine kinase A

PKC: Protéine kinase C

PPMP: D,L-thréo-1-phényl-2-palmitoylamino-3-morpholino-1-propanol
PR: Progesterone Receptor

PTEN: Phosphatase and TENsin homolog

Q-PCR: Quantitative PCR

RB : Retinoblastoma protein

RI: Récepteur a l'insuline

RTKs: Récepteurs a activité tyrosine-kinase
SAPs: Sphingolipid activator proteins

SCID: Severe Combined Immunodeficiency
Siglecs: Sialic-acid-binding immunoglobulin-like lectins
ST3Gal V: Gy3 synthétase

ST8Sia l: Gps synthétase

ST8Sia V: Gr3 syntéthase

TAM: Tamoxifene

TGF-B: Transforming Growth Factor B

TNFa: Tumor Necrosis Factor

TNM: Tumor Node Metastasis

UDP-Glc: Uridine diphosphate - glucose

UGCG: UDP-Glc: céramide glucosyltransférase
VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor

VEGFR2: Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 2
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Introduction

I- Les glycosphingolipides

Les glycosphingolipides (GSLs) ont été découverts par Ernst Klenk apres avoir été isolés de
tissu cérébral en 1942 (Morales et al., 2004). Les GSLs sont présents chez les eucaryotes mais
également chez certaines bactéries ; dans le cerveau des vertébrés, ils représentent plus de
80% des glycoconjugués totaux (Ferguson et al., 2009). Les GSLs sont principalement locali-
sés dans le feuillet externe de la membrane plasmique mais aussi dans les organites subcel-
lulaires dans lesquels a lieu le métabolisme des GSLs, et également dans des vésicules. La
composition des GSLs est caractéristique de chaque type cellulaire et change pendant la dif-
férenciation. Les GSLs sont des composés amphipathiques ancrés dans la membrane plas-
mique par un céramide, constitué d’un acide gras a longue chaine relié par une liaison amide
a une base sphingoide. Par contre, leur partie hydrophile correspondant a une chaine gly-
cannique est exposée a la surface cellulaire. Leur grande hétérogénéité de structure n’est
pas seulement liée a la variabilité de la composition glycannique, mais aussi au nombre de
combinaisons possibles de la partie hydrophobe (plus de 300 chaines oligosaccharidiques et

plus de 60 bases sphingoides ont été caractérisées) (Degroote et al., 2004).

La principale base sphingoide présente chez les mammiferes est la sphingosine qui contient
une double liaison en position C4-C5 D’autres bases sphingoides sont également retrouvées,
telles que la sphinganine sans la double liaison en C4-C5, ou encore la phytosphingosine pré-
sente chez les végétaux qui porte un groupement hydroxyle sur le C4 (Kolter, 2011). La
sphinganine est un intermédiaire dans la biosynthese de la sphingosine et est retrouvée en
tres faible quantité dans les sphingolipides les plus complexes. La base sphingoide seule est
typiquement présente en tres faible quantité car la majorité des bases est liée par une liai-
son amide avec un acide gras a longue chaine pour former les céramides (Merrill, 2011). Les
céramides les plus fréguemment rencontrés sont substitués par I'acide oléique (C18:1) mais
également par I'acide gadoléique (C20:1) qui est présent en quantité considérable dans les

gangliosides du systéme nerveux central. Les premieres étapes de la biosynthése des GSLs,
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correspondant a la biosynthése de la partie céramide, sont réalisées par des enzymes locali-

sées dans le réticulum endoplasmique (RE).

Chez les mammiferes, le céramide se situe au point de départ de la biosynthése de 4 compo-
sés majeurs : deux phosphosphingolipides : la sphingomyeline (SM) et le céramide-1-
phosphate, ainsi que 2 glycosphingolipides : le galactosylcéramide (GalCer) et le glucosylcé-
ramide (GlcCer). Le céramide peut spontanément traverser la membrane du RE pour étre
converti en GalCer, par une galactosyltransférase (la GalCer synthétase) utilisant I"'UDP-Gal
qui est transporté dans le lumen du RE par le transporteur d’UDP-Gal 2 (UGT2) (Kabuss et al.,
2005). Chez les mammiféres, le GalCer est le lipide majeur dans la gaine de myéline entou-
rant les axones des cellules neuronales (Degroote et al., 2004). Dans la lumiére de I'appareil
de Golgi, le GalCer peut étre sulfaté par la galactosylcéramide sulfotransférase (GalCer sulfo-
transférase) ou galactosylé pour former le Galal-4GalCer. Le GalCer peut aussi étre sialylé

par I'a2,3-sialyltransférase ST3Gal V et former le ganglioside G4 Neu5Aca2-3GalCer.

A partir du RE, le céramide peut étre transporté via le flux vésiculaire, ou par la protéine
CERT (Ceramide Transport Protein) vers I'appareil de Golgi ou il peut étre glycosylé par la
GlcCer synthétase pour former le GlcCer (Fig. 1) (Hanada, 2010). Le GlcCer peut atteindre la
face cytoplasmique d’autres membranes cellulaires, mais la majorité des molécules de
GlcCer est déplacée vers la face cytoplasmique de RE par FAPP2, une protéine cytoplasmique
impliquée dans le transport de lipides. Le GlcCer est ensuite transporté de |'autre c6té de la
membrane du RE par une flippase ATP-indépendante. Dans I'étape suivante, le GlcCer est
transporté dans la lumiere de I'appareil de Golgi par transport vésiculaire (Halter et al., 2007;
Chalat et al., 2012). Dans 'appareil de Golgi, le GlcCer est galactosylé par la LacCer synthé-

tase pour former le lactosylcéramide (GalB1-4GlcCer).
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Figure 1 : Représentation schématique de la synthése des GSLs. Le céramide est synthétisé dans le
réticulum endoplasmique, et peut ensuite étre converti en GalCer par la GalCer synthétase. Dans
I"appareil de Golgi, le GalCer peut étre sulfaté par la GalCer sulfotransférase ou galactosylé pour for-
mer le Gala1-4GalCer ou sialylé pour forme le ganglioside Gy,. Le céramide peut étre transporté vers
I"appareil de Golgi ou il peut étre glycosylé par la GlcCer synthétase. Aprés le transport de l'autre
coté de la membrane, le GlcCer est galactolysé dans I'appareil de Golgi par la LacCer synthétase pour
former le LacCer. Adapté de Degroote et al., 2004.

Les extensions du lactosylcéramide par d’autres monosaccharides génerent des structures
de «core », qui servent de base a la nomenclature des glycosphingolipides (Tableau 1). Ainsi,
les GSLs de la série ganglio- sont basés sur la structure GalB1-3GalNAcB1-4Galp1-4GlcBCer,
la série néolacto- est basée sur la structure Galp1-4GIcNAcB1-3GalB1-4GlcBCer, la série lac-
to- sur GalB1-3GIcNAcB1-3GalB1-4GlcBCer, la série globo- sur Galal-4GalB1-4GlcBCer, et la
série isoglobo- sur Galal-3GalB1-4GlcBCer (les différences clef au sein des structures de «
core » sont indiquées en gras). Ces sous-familles de glycosphingolipides sont exprimées de
facon tissu-spécifique. Par exemple, chez les mammiferes, les GSLs de la série ganglio- pré-
dominent dans le cerveau alors que les GSLs de la série néolacto sont retrouvés au niveau

des cellules hématopoiétiques. Au contraire, les glycolipides de la série lacto- sont prédomi-
11
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nants dans les organes sécréteurs et ceux de la série globo-sont les plus abondants dans les
érythrocytes.
Tableau 1 : Structures de « core » des principaux glycosphingolipides des vertébrés. Les signatures

structurales clef définissant chaque famille sont soulignées. Adapté de Schnaar et al., 2009, Cha-
pitre 10, Glycosphingolipids, Essential of Glycobiology.

Série Structure Abréviation
Ganglio GalNAcB1-4GalB1-4GicBCer GgsCer
GalB1-3GalNAcB1-4GalB1-4GlcBCer GgsCer

Néolacto GalB1-4GIcNAcB1-3Galp1-4GlcBCer nLc,Cer
3alB1-4GIcNAcB1-3GalB1-4GIcNAcB1-3 GalB1-4GicBCer nLcgCer

Lacto GIcNAcB1-3GalB1-4GlcBCer LcsCer
GalB1-3GIcNAcB1-3GalB1-4GlcBCer LcyCer

Globo Galal-4GalB1-4GicpBCer GbsCer
GalNAcB1-3Galal-4GalB1-4GicBCer Gb4Cer

Isoglobo Galal-3Galp1-4GicBCer Iso- GbsCer
GalNAcB1-3Galal-3GalB1-4GicBCer Iso- GbsCer

De maniere simplifiée, les GSLs peuvent également étre classés selon trois grandes catégo-

ries :

e Les GSLs neutres qui ne contiennent pas de résidus glycanniques chargés mais uni-
guement des monosaccharides neutres, tels que le glucosylcéramide (GlcCer), le ga-
lactosylcéramide (GlcCer), le lactosylcéramide (LacCer) ou encore les GSLs des séries
globo- et lacto-,

e Les sulfatides comprenant notamment le galactosylcéramide-sulfate (HSO3-3GalCer)
et le lactosylcéramide-sulfate (HSO3-3LacCer),

e Les GSLs sialylés ou gangliosides dont la chaine glycannique contient un ou plusieurs
résidus d’acides sialiques. Cette famille de GSLs auxquels je me suis particulierement

intéressée sera décrite en détails dans la partie suivante.
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ll-Les gangliosides
1-Structure et nomenclature de la famille ganglio-

Les gangliosides sont caractérisés par la présence d’une structure « core » commune
GalNAcB1-4GalB-4GlcB1Cer et sont porteurs d’'un ou plusieurs résidus d’acide sialique (Fig.
2). Les acides sialiques (Sia) sont une large famille de monosaccharides a 9 carbones retrou-
vés chez les vertébrés et certains microorganismes. Les acides sialiques sont des constituants
majeurs des gangliosides et des glycoprotéines (Wang, 2009 ; Schauer, 2009). Les formes les
plus fréquentes d’acides sialiques retrouvées au niveau des glycoconjugués chez 'homme
sont I'acide 5-N-acétylneuraminique (Neu5Ac), et dans une moindre mesure |'acide 5-N-
glycolylneuraminique (Neu5Gc) qui est détecté en conditions pathologiques (Fig. 3). Le
Neu5Gc est retrouvé dans les glycoconjugués chez I’lhumain a un faible niveau : I’homme est
incapable de synthétiser le Neu5Gc du fait de mutations dans le géne de la CMP-Neu5Ac
hydroxylase, mais cet acide sialique provient de |'alimentation, en particulier de la viande

rouge et des produits laitiers (Wang, 2009).
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Figure 2 : Représentation schématique de gangliosides complexes disialylés Gp;, Gp, et Gpy,,. La
chaine glycannique des gangliosides, qui constitue la partie hydrophile, est reliée par une liaison O-
glycosidique a I'alcool primaire de la sphingosine du céramide. Le motif lactosylcéramide est
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I’élément précurseur pour la synthése des chaines sialylées des gangliosides. Adaptée de Tettamanti,
2004.

Des dérivés d’acides sialiques, tels que des dérivés O-acétylés peuvent également étre dé-
tectés, la forme la plus fréquente étant I'acide 5-N-acétyl-9-0-acétylneuraminique
(Neu5,9Ac;). L'acétylation des résidus Neu5Ac du Gps pour former le 9-OAc-Gps peut étre

retrouvée dans certaines pathologies, telles que le cancer du sein (Marquina et al., 1996).

HO

HO

H
oy

Neu5Ac Neu5Gc Neu5,9Ac,

Figure 3 : Structure des acides sialiques retrouvés dans les gangliosides : I'acide N-acétyl-neuramini-
gue (Neu5Ac), I'acide N-glycolyl-neuraminique (Neu5Gc) et I'acide N-acétyl-9-O-acétyl-neuraminique
(Neu5,9Ac,). Le Neu5Ac est I'acide sialique le plus courant chez ’lhomme alors que le Neu5Gc appa-
rait uniguement lors de pathologies. Adaptée de Schauer, 2009.

Dans la nomenclature officielle, recommandée par la commission de nomenclature biochi-
mique (IUPAC-IUB, 1978) le monosaccharide de la structure glycannique qui porte le résidu
d’acide sialique est indiqué par un chiffre romain (le monosaccharide le plus proche du cé-
ramide correspondant a « | ») et le point d’ancrage sur le carbone du monosaccharide accep-
teur par un chiffre arabe. Par exemple, le ganglioside Gy, (GalB1-3GalNAcB1-4[Neu5Aca2-
3]GalB1-4GlcB1-0O-Cer) devient IIsNeu5Ac-Gg4Cer. Dans cette structure, le résidu de galac-
tose le plus proche du céramide (ll) porte un acide sialique en position C3 (ll3) et Gg4 pré-
sente la chaine tétrasaccharidique de la série ganglio. Finalement, la classification proposée
par Svennerholm (Svennerholm, 1964) est la plus couramment utilisée. Dans cette nomen-
clature, la structure précédente GalB1-3GalNAcB1-4(Neu5Aca2-3)GalB1-4GIcf1-O-Cer est
désignée de facon simple Gy1; oU G correspond a ganglioside, la deuxiéme lettre correspond
au nombre de résidus d’acide sialique (G pour monosialoganglioside, Gp pour disialogan-
glioside, Gt pour trisialoganglioside) et le chiffre (1, 2, 3, etc.) correspond a I'ordre de migra-

tion du ganglioside en chromatographie sur couche mince.
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2- Localisation subcellulaire

De facon générale, les différentes espéces de lipides sont distribuées de facon asymétrique
dans les feuillets de la membrane plasmique. En particulier, le cholestérol, les (glyco) sphin-
golipides (en particulier les gangliosides), sont enrichis dans des microdomaines du feuillet
externe appelés radeaux lipidiques, avec des protéines spécifiques qui sont associées a ces
domaines. Les radeaux lipidiques (ou rafts) contiennent du cholestérol et des sphingolipides
a une concentration supérieure a 50% par rapport au reste de la membrane. De plus, les
acides gras présents sur les lipides au niveau des radeaux lipidiques ont tendance a étre plus
saturés que dans le reste de la membrane, donc les chaines de lipides ont tendance a étre
plus rigides et I'épaisseur de la membrane de ces domaines est augmentée. Leur insolubilité
dans des détergents doux est un critére principalement utilisé pour définir les radeaux lipi-
digues de facon biochimique, qui sont souvent connus sous le nom de « Detergent-resistant
membranes » (DRM) ou « glycolipids-enriched membranes » (GEMs) ou « detergent-
insoluble glycolipides-enriched complexes » (DIGs) ou « low density Triton insoluble complex
» (LDTIs) (Schuck et al., 2003; Gupta and Surolia, 2010). Les radeaux lipidiques sont associés
avec des protéines impliquées dans la signalisation cellulaire telles que les protéines a ancre
glycosyl-phosphatidyl-inositol (GPI), des protéines transmembranaires comme les tétraspa-
nines ou les intégrines, des récepteurs aux facteurs de croissance, des protéines de signalisa-
tion de la famille des Src-tyrosine kinases (Fig. 4). Les radeaux lipidiques sont impliqués au
niveau du réseau trans-golgien dans le transport de ces protéines vers la membrane plas-
mique (Surma et al., 2012). Dans les radeaux lipidiques, on retrouve également les cavéo-
lines, impliquées dans le bourgeonnement de vésicules appelées cavéoles. Les cavéoles ont
un diametre moyen de 50 a 80 nm. Elles sont formées par des invaginations de la membrane
plasmique et proviennent de domaines dépourvus de clathrine, mais enrichis en cavéoline et
en certains GSLs comme le Gy, et le Gys. Les cavéoles sont impliquées dans le processus

d’endocytose.

Les fonctions des gangliosides au sein de ces microdomaines en conditions physiologiques et

pathologiques seront développées dans le chapitre V.
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Les gangliosides sont également des constituants établis de I'enveloppe nucléaire ou ils ont
un effet direct sur les interactions et la modulation des propriétés de canaux Ca®'. Le groupe
de Leeden a démontré l'interaction entre le Gy, et le canal échangeur sodium-calcium. Ce
canal localisé dans la membrane nucléaire est impliqué dans la régulation du transfert de
calcium du nucléoplasme vers le réticulum endoplasmique, ce qui suggere une fonction du

Gwmz1 dans le maintien de I’homéostasie calcique (Ledeen and Wu, 2008).
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GSL
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‘;ﬁo’” ;r \\:o cavéolines
P

Y
Cavéolae
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Figure 4 : Représentation schématique d’un radeau lipidique et d’'une cavéole de la membrane
plasmique. Les rectangles verts représentent les molécules de cholestérol qui permettent la forma-
tion de clusters de glycosphingolipides (GSLs, en bleu) au sein des microdomaines lipidiques. Ces
clusters servent d’échafaudages pour I'assemblage des molécules de signalisation telles que les pro-
téines a ancre glycophosphatidyl-inositol (en rose), les protéines cytosoliques (cyt) en marron et les
protéines transmembranaires. Adaptée de Gupta et Surolia, 2010.

Le ganglioside Gy est présent dans les GEM des MAMs (Mitochondria-associated ER mem-
branes), sites de contact entre le réticulum endoplasmique et les mitochondries permettant
le contréle du flux Ca®" entre ces organites. L'accumulation du Gy induit leur interaction
avec le canal Ca®" régulé par I'inositol-1,4,5-triphosphate (IP3) et influence son activité. En
conséquence, les ions Ca** vont étre transportés a partir du RE vers la mitochondrie pour

I’activation de voies apoptotiques mitochondrie-dépendantes (Sano et al., 2009).
16

© 2014 Tous droits réserveés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Agata Steenackers, Lille 1, 2013

De plus, le ganglioside Gps qui est principalement localisé dans la membrane plasmique peut
étre déplacé depuis la membrane plasmique (et/ou depuis le réseau trans-golgien) vers la
mitochondrie par un mécanisme microtubule-dépendant, avec implication de la protéine
associée aux microtubules CLIPR59. Le transport du Gps au niveau de la mitochondrie dé-

clenche I'apoptose, par la voie CD95/FAS (Sorice et al., 2010).

Dans le cadre du processus métabolique, les gangliosides sont également retrouvés dans les
vésicules d’endocytose et d’exocytose ainsi que dans les membranes des compartiments
intracellulaires tels que le réticulum endoplasmique, I'appareil de Golgi, les endosomes et les

lysosomes, ou ils sont synthétisés, transportés et dégradés.
3- Biosynthese des glycosphingolipides de la série ganglio-.

Cette biosynthese débute par la formation du lactosylcéramide qui est le précurseur de la
série ganglio- présentée précédemment. Toutes les étapes suivantes de la biosynthese des
gangliosides sont effectuées dans la lumiere de I'appareil de Golgi. Le LacCer peut étre con-
verti en un composé neutre ou acide de la série ganglio- des GSL. L’'enzyme qui catalyse la
synthese du premier métabolite neutre GalNAcB1-4GalB1-4GIcB1-Cer (Ga, ou asialo Gy, la
série O) est la B4GalNAcT1, (B1,4-N-acétyl-galactosaminyltransférase 1), ou GM2/GD2 syn-
thétase, qui convertit également les gangliosides Gys en Gy, et Gps en Gp,. Une autre voie
du métabolisme du LacCer est sa sialylation par ST3Gal V (ou GM3 synthétase) en ganglio-
side Gus. Les gangliosides Gps et Gtz sont synthétisés par I'addition séquentielle de résidus
d’acides sialiques sur le Gz et le Gps, respectivement par ST8Sia | (ou GD3 synthétase) et
ST8Sia V (ou GT3 synthétase) (Yu et al., 2011). Les gangliosides Gz, Gps, et Gz sont eux-
mémes les précurseurs de la synthese des gangliosides plus complexes des séries a-,b- ou ¢
par I'action respective de la f4GalNAcT1, de la B3GalT4 et des sialyltransférases ST3Gal Il et
ST8Sia V (Fig. 5). Les différentes sialyltransférases se distinguent par leur spécificité de subs-
trat accepteur et par la liaison formée. Par exemple, les sialyltransférases ST3Gal I, ST3Gal Il
et ST3Gal V catalysent la formation d’une liaison en a2,3 d’un résidu d’acide sialique sur un
résidu de galactose terminal. Par contre, ST8Sia | et ST8Sia V participent a la synthese de
structures linéaires di ou tri sialylées en formant des liaisons en a2,8 sur un autre résidu

d’acide sialique (Tettamanti, 2004).
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Figure 5 : Les voies de biosynthése des gangliosides. Les gangliosides sont synthétisés par I’addition
séquentielle de monosaccharides sur le céramide (Cer). L'action successive des sialyltransférases
ST3Gal V (Gys synthétase), ST8Sia | (Gp; synthétase) et ST8Sia V (Grz; synthétase) catalyse la syn-
these des précurseurs Gys, Gp; et Gz des séries a-, b- et c-, respectivement. La série O- est directe-
ment synthétisée a partir du lactosylcéramide (Gaz). L'élongation de chaque série s’effectue par
I'action séquentielle de la N-acétyl-galactosaminyltransférase (B4GalNAc T1), la galactosyltransférase
(B3Gal T4) et des sialyltransférases (ST3Gal Il ou ST3Gal lll, et ST8Sia V). Les gangliosides a dérivent
de l'action de ST6GalNAc lll, V ou VI sur le Gy, le Gpia ou le Gryp. Les gangliosides sont nommés
selon la nomenclature de Svennerholm (Svennerholm, 1964).
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Par ailleurs, la GD3 synthétase peut catalyser la formation de Gy3 mais est aussi capable de
participer a la biosynthése de gangliosides inhabituels présentant quatre ou cing résidus
d’acide sialique (Nakayama et al., 1996 ; Steenackers et al., 2012). Il est intéressant de noter
qgue les gangliosides Gmip, Gpia, Grip SONt des précurseurs des gangliosides de la série a
comme le Gpiq, | Gr1aq €t le Gqiba, respectivement. Dans ces séries, un résidu d’acide sia-
ligue est porté en position C6 sur un résidu de GalNAc par 'action des a2,6-sialyltransférases

ST6GalNAc Il et, V.

4- Catabolisme des gangliosides

Le catabolisme des gangliosides commence par I'hydrolyse séquentielle des résidus de mo-
nosaccharides, a partir de I’'extrémité non réductrice, par des glycosylhydrolases. Le proces-
sus de dégradation commence par un phénomene d’endocytose et un flux vers les endo-
somes/lysosomes (Fig. 6). Toutes les étapes enzymatiques nécessitent un pH acide a
I'intérieur de ces organelles (Tettamanti, 2004). Le faible pH dans les endosomes (pH 5-6) et
dans les lysosomes (pH 4,6-5) est généré par |'action des ATP-ases (Kolter, 2011). Une partie
des gangliosides est redirigée vers la membrane plasmique, une autre rejoint I'appareil de
Golgi, mais la majeure partie est acheminée vers les lysosomes, lieu de leur dégradation. La
premiere étape de dégradation de structures contenant plusieurs résidus d’acides sialiques
est réalisée par des sialidases, qui générent les mono-sialogangliosides Gy, Gumy, ou du Lac-
Cer (a partir du Gus). Quatre types de sialidases sont identifiés et caractérisés chez les
mammiféeres: NEU1, NEU2, NEU3, NEU4, chacune d’elle possédant une localisation cellulaire
distincte et différant ainsi fonctionnellement (Miyagi and Yamaguchi, 2012). Les sialidases
NEU1,-2,-3 sont respectivement localisées dans les lysosomes, le cytosol et la membrane
plasmique, ou NEU3 est spécifique des gangliosides. NEU4 est retrouvée dans les lysosomes,
les mitochondries et le réticulum endoplasmique. L’étape suivante de la dégradation est la
transformation du Gy, en Gy, et du Gy, en Gy, par I'action d’une B-galactosidase et d’une
B-N-acétyl-hexosaminidase, respectivement. Le Gys peut alors étre désialylé par la sialidase
NEU1 pour former du LacCer qui est ensuite dégradé en céramide par I’action séquentielle
d’une B-galactosidase et d’une B-glucosidase. Enfin, le céramide est hydrolysé par une céra-

midase acide en présence de la protéine Sap D pour libérer un acide gras et la base sphin-
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goide. Les GSLs a la chaine glucidique courte (moins de quatre résidus de monosaccharides)
sont dégradés en présence des « sphingolipid activator proteins » (SAPs) qui assistent les
glycosidases dans l'interaction avec leur substrat. Cinq protéines non-enzymatiques sont
connues a ce jour, les saposines-A, -B, -C, -D et la « GM2 protein activator » (GM2AP). Par
exemple, GM2AP est essentiellement utilisée pour le catabolisme du Gy, en Ga,, mais sti-

mule également la dégradation des gangliosides Gy1 par la B-galactosidase (Wilkening et al.,

2000).
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Figure 6 : Différentes voies métaboliques déterminent la composition en gangliosides a la surface
cellulaire. Les fleches oranges correspondent a la voie de biosynthése des gangliosides. Les fleches
bleues représentent la voie de dégradation des gangliosides. Les événements métaboliques a la sur-
face cellulaire sont illustrés par des fleches violettes. Les fleches vertes correspondent aux diffé-
rentes alternatives a la voie de dégradation (recyclage, glycosylation directe ou voie de sauvetage).

La dégradation des gangliosides étant un processus séquentiel, la déficience d’'une seule
étape peut causer I'accumulation des substrats dans le compartiment endo-lysosomal et

I'apparition de pathologies (Kolter, 2011). Par exemple, I’hydrolyse du résidu de N-acétyl-
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galactosamine terminal du Gy, pour produire le Gys dans les lysosomes nécessite les pro-
duits de trois génes différents (HEXA, HEXB, GM2A), et une mutation dans n’importe lequel
de ces génes peut induire I"'accumulation de Gy, principalement dans les cellules neuro-
nales, et une pathologie de type maladie de surcharge lysosomale. La mutation des génes
HEXA ou HEXB, qui codent respectivement les sous-unités a ou B de I’hétérodimére consti-
tuant la B-hexosaminidase, ou de GM2A codant le cofacteur GM2AP, sont respectivement
associées avec la maladie de Tay-Sachs, la maladie de Sandhoff et la déficience de GM2A (AB
variant) (Sandhoff, 2012). Autre exemple, la maladie de Gaucher est causée par les muta-
tions du gene GBA1, et entraine une réduction de la dégradation des glucosylcéramides. Cela
induit I'accumulation des molécules de GlcCer dans les lysosomes et dans les macrophages,

et provoque des symptomes neurologiques séveres.
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lll- Mécanismes de régulation du métabolisme des gangliosides.

Les gangliosides sont exprimés de maniére tissu-spécifique et les mécanismes de régulation
de leur expression jouent un réle important a la fois dans les conditions physiologiques et
pathologiques, ou ils sont impliqués dans les processus de différenciation, la prolifération,
I'adhésion ou la migration des cellules. Pendant le développement embryonnaire, le niveau
d’expression des gangliosides est modifié, en corrélation avec |'expression de certaines gly-
cosyltransférases (GTs), enzymes impliquées dans leur biosynthése (Yu et al., 2012 ; Ishii et
al., 2007). L'équilibre entre la biosynthése et le catabolisme des gangliosides est contrélé par
la régulation de la disponibilité des substrats donneur et accepteur, mais surtout par une
régulation transcriptionnelle et post-traductionnelle des GTs impliquées dans leur biosyn-
thése. La dérégulation des mécanismes qui controlent I'expression des gangliosides pro-
voque un changement de leur composition dans de nombreuses pathologies (Posse de

Chaves and Sipione, 2010).

1- Role des glycosyltransférases dans la régulation de la biosynthése des gan-

gliosides

La biosynthese des gangliosides est directement régulée par I'activité des GTs. Les GTs sont
des protéines transmembranaires de type Il. Elles sont constituées d’une courte région N-
terminale, d’un domaine transmembranaire, d’une région « tige » et d’'une grande région C-
terminale contenant le domaine catalytique (Fig. 7). La régulation de I'activité des GTs est
nécessaire pour le controle de la composition des gangliosides et par conséquent pour le
fonctionnement correct des cellules. L'activité des GTs est contrOlée au niveau transcrip-
tionnel, traductionnel, post-traductionnel mais aussi par leur localisation précise et leur or-

ganisation au sein de 'appareil de Golgi.

a- Régulation transcriptionnelle

Le niveau d’expression des gangliosides en surface des cellules est principalement controlé

par le niveau d’expression des ARNm des génes de GTs et en particulier de sialyltransférases,
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de facon tissu et type cellulaire spécifique. Dans la littérature, de nombreux exemples mon-
trent une corrélation entre le niveau des ARNm des enzymes impliquées dans la glycosyla-
tion et I'activité enzymatique, ce qui suggére que la glycosylation est dépendante de la régu-
lation transcriptionnelle des enzymes impliquées. Par exemple, Rhuan et collaborateurs ont
montré que la composition caractéristique des gangliosides est liée au niveau d’expression
de certains génes de GTs (en particulier la GM2/GD2 synthétase et la GD3 synthétase) dans
les lignées cellulaires de neuroblastome et de mélanome (Ruan et al.,, 1999). De méme,
notre équipe a montré que la transfection de ’ADNc codant la GD3 synthétase (GD3S) dans
les lignées cellulaires de cancer du sein MDA-MB-231 et MCF-7 conduit respectivement a
I’accumulation des gangliosides Gp, et Gpy, en surface des cellules (Cazet et al., 2010 ; Stee-

nackers et al., 2012).

Domaine catalytique

C-terminal
Lumiere
golgienne
Régiontige
Domaine Membrane
transmembranaire golgienne
Région cytoplasmique
N-terminal

Cytoplasme

Figure 7 : Schéma de l'organisation protéique générale d’une glycosyltransférase golgienne de
type Il. A une courte région cytoplasmique N-terminale succéde une unique région transmembra-
naire dans la membrane de I'appareil de Golgi. La région tige d’une taille variable précede, dans la
lumiere golgienne, la région catalytique C-terminale. Adapté de I’'HDR du Dr M.A. Krzewinski-Recchi.

De nombreux promoteurs de genes de GTs ont été identifiés, ce qui permet de mieux com-
prendre la réponse a différents signaux physiologiques et stimuli, dans des types cellulaires.
Par exemple, I'analyse des genes de sialyltransférases humaines ST3GAL2 et ST3GAL5 a mon-
tré I'existence de multiples exons non traduits en 5’ et des sites d’initiation de la transcrip-
tion (TSS : Transcription Start Site) hétérogenes, générant de multiples isoformes d’ARNm,

qui peuvent différer dans I'efficacité de leur traduction ou leur stabilité. L’analyse des sé-
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guences génomiques en 5’ de ces genes a permis |'identification de régions promotrices al-
ternatives, pouvant étre impliquées dans |'expression spécifique de ces génes dans un type
cellulaire donné, ou a différents moments de I'embryogenése (Harduin-Lepers, 2010). Par
contre, d’autres genes de sialyltransférases impliquées dans la biosynthése des GSLs comme
ST3GAL1, STE6GALNAC3, ST6GALNACS, ST6GALNAC6, ST8SIA1 et ST8SIA5 semblent posséder
une région promotrice unique, générant une forme unique d’ARNm dans leur partie 5’, avec
parfois des phénomeénes d’épissage alternatif, sous le contréle de facteurs de transcription
ubiquistes. lls possedent un patron d’expression caractéristique d’un type cellulaire ou d’un
stade de développement donné grace a I'implication de facteurs de transcription spécifiques

(Harduin-Lepers, 2010).

Par ailleurs, I'organisation génomique et les promoteurs de six genes impliqués dans la syn-
these des gangliosides (GM2/GD2 synthétase, GD3 synthétase, GM3 synthétase, GM1/GD1b
synthétase, glucosylcéramide synthétase, galactosylcéramide synthétase) ont été décrits. Les
promoteurs de ces génes de GTs possedent une particularité commune, ils ne contiennent ni
boite TATA, ni boite CAAT ; par contre, ils contiennent plusieurs sites de liaisons pour le fac-
teur de transcription général SP1, a proximité des sites d’initiation de la transcription (Yu et
al., 2004). L'implication de certains facteurs de transcription a été montrée dans la régula-
tion transcriptionnelle de ces GTs impliquées dans la biosynthese des GSLs. Par exemple,
dans les lignées cellulaires de prostate, I'expression des génes de sialyltransférases ST3GAL1
et ST3GAL2 impliquées dans la synthése de Gpi, a partir de Gy, est controlée par le facteur
de transcription NF-kB, essentiellement par la sous unité RelB (Hatano et al., 2011). De
méme, dans notre laboratoire, il a été montré que le facteur NF-kB est impliqué dans
I’activation transcriptionnelle de la GD3S dans les lignées cellulaires de cancer du sein (Bo-

bowski et al., 2013).

Un autre type de régulation de I'expression des génes de GTs correspond aux phénomeénes
épigénétiques, qui peuvent étre définis comme les modifications ou facteurs pouvant modu-
ler I'expression des génes sans modification de la séquence nucléotidique, par exemple la
méthylation de I’ADN, ou des modifications des histones par acétylation. Peu de données
sont disponibles sur la régulation épigénétique des GTs impliquées dans la biosynthése des

gangliosides. Suzuki et ses collaborateurs ont montré que le niveau d’expression des ARNm
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de la GM2/GD2 synthétase et de la GD3 synthétase est fortement corrélé avec le niveau

d’acétylation des histones H3 (Suzuki et al., 2011).

b- La disponibilité de substrat et I’organisation supramoléculaire sont des éléments de ré-

gulation des GTs

Le taux d’expression, la spécificité de substrat, les parameétres cinétiques et |’organisation
supramoléculaire des GTs dans |'appareil de Golgi sont des facteurs trés importants qui con-
trélent la composition des gangliosides dans les cellules. Comme décrit précédemment (voir
paragraphe « Biosynthése des gangliosides »), certaines GT peuvent agir sur des substrats
différents, donc la présence de substrats spécifiques détermine le profil des gangliosides
dans les cellules. Les données de la littérature montrent que la transfection transitoire ou
stable d’'un ADNc codant une GT dans les différents modeles cellulaires induit une composi-
tion des gangliosides différente selon la lignée cellulaire utilisée. Par exemple, I'expression
de la GD3S dans les cellules de hamster CHO-K1 aprés leur transfection stable par le vecteur
qui contient la séquence codant la GD3 synthétase induit une accumulation des gangliosides
Gps3 et Gy3 (Daniotti et al., 2002). Par contre, I'expression de la méme enzyme dans la lignée
neuronale PC12 provoque l'accumulation des gangliosides Gpip, et Grip (Fukumoto et al.,
2000). De méme, comme nous l'avons vu précédemment, I'expression de la GD3S dans les
lignées cellulaires de cancer du sein MCF-7 et MDA-MB2-231 induit I'expression de ganglio-
sides, mais avec un profil différent selon la lignée cellulaire : dans les cellules MDA GD3S+,
les auteurs ont détecté essentiellement le ganglioside Gp,, alors que les cellules MCF-7

GD3S+ expriment principalement le Gp,p, (Cazet et al., 2010 ; Steenackers et al., 2012).

Enfin, la formation de complexes entre GTs contribue a la localisation précise de ces en-
zymes dans I'appareil de Golgi, mais aussi a leur activité enzymatique (Maccioni et al., 2011).
Des études présentées par Giraudo et collaborateurs ont montré qu’il existe un complexe
entre certaines GTs impliquées dans la biosynthese des gangliosides, telles que la
B4GalNACT1 (GM2/GD2 synthétase) et la B3GalT4 (GM1a/GD1b synthétase). Ces enzymes
catalysent deux étapes successives de la synthese du Gy a partir de Gys. Les extrémités N-
terminales de ces GTs sont impliquées dans leur interaction, comme le démontrent des ex-

périences de FRET (fluorescence resonance energy transfer) (Giraudo et al., 2001). La forma-
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tion de complexes entre GTs peut réguler positivement leur activité, par exemple pour les
deux enzymes ST3Gal V et ST8Sia | impliquées respectivement dans la biosynthese des gan-
gliosides G3 et Gps, réalisées par I'addition successive de résidus d’acide sialique sur du
LacCer. Dans les cellules CHO-K1 transfectées par un vecteur codant la GD3 synthétase,
I'activité de la GM3 synthétase est 2,5 fois supérieure par rapport aux cellules sauvages qui

n’expriment pas le GD3 synthétase (Spessott et al., 2012).
c- Modifications post traductionnelles
J N-glycosylation

Les GT sont des enzymes transmembranaires de type Il qui présentent souvent plusieurs
sites de N-glycosylation. Les modifications par glycosylation peuvent modifier leur localisa-
tion intracellulaire et leur activité (Haraguchi et al., 1995 ; Martina et al., 2000). Par exemple,
la GM1 synthétase est une enzyme de 43 kDa portant un N-glycanne. L’inhibition du proces-
sus de N-glycosylation par la tunicamycine ou par des mutations ponctuelles, induit la syn-
these d’un polypeptide de 40 kDa ayant perdu son activité enzymatique et incapable de sor-
tir du RE (Martina et al., 2000). De méme, la GM2S présente trois sites de N-glycosylation, et
la diminution de la glycosylation de I'un de ces trois sites induit une diminution significative
de l'activité enzymatique, alors que la déglycosylation totale diminue de prés de 90% son
activité mais sans changement de localisation intracellulaire (Haraguchi et al., 1995). De plus,
la N-glycosylation de la GD3S est nécessaire pour le maintien de son activité catalytique et

pour sa sortie du RE vers I'appareil de Golgi (Martina et al., 1998).
. Phosphorylation

Plusieurs études ont montré la régulation de GTs par phosphorylation et par déphosphoryla-
tion, qui pourrait jouer un roéle important dans la régulation de la biosynthese des ganglio-
sides. La régulation de plusieurs sialyltransférases, en particulier ST3Gal V et ST3Gal |, par
phosphorylation par les protéines kinase PKC et PKA, a été démontrée. L'activation de ces
protéines kinase dans des cellules de neuroblastome provoque une activité accrue de la
GM2/GD2 synthétase et une diminution de l'activité des GM3 et GD1a synthétases (Gu et
al., 1995; Bieberich et al., 1998). Par ailleurs, les travaux de Bieberich ont montré que la ba-

lance dynamique entre la phosphorylation et la déphosphorylation de la GalNAcT | et de
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ST3Gal V régulait la concentration des gangliosides Gy1 pendant la différenciation neuronale

des cellules NG108-15 (Bieberich and Yu, 1999).
J Influence du pH

Des modifications du pH dans |'appareil de Golgi pourraient étre responsables d’une
désorganisation et d’une structure anormale de I'appareil de Golgi, ainsi que de certaines
anomalies de glycosylation (Kellokumpu et al., 2002). Ainsi, I'a2,3-sialyltransférase ST3Gal |
est anormalement localisée dans les endosomes dans des cellules traitées par la base faible
chloroquine, alors que dans ces conditions la localisation subcellulaire et I'activité de I'a2,6-
sialyltransférase ST6Gal | sont peu affectées (Rivinoja et al., 2009). De plus, Iber et collabora-
teurs ont montré que la GD3S qui est une enzyme clef de la biosynthése des gangliosides
complexes (gangliosides de série b- et c) est plus active a pH 6,2 par rapport a la B4GalNACT |
qui est la premiere enzyme de la biosynthése des gangliosides de la série a (pH optimal 7,4)
(Iber et al., 1990). Ces résultats montrent que des variations faibles du pH de I'appareil de
Golgi, telles que celles détectées dans des cellules cancéreuses, pourraient modifier la glyco-
sylation, en particulier des GSLs, en générant des modifications de localisation ou d’activité

sélectives de certaines GTs.

2- Métabolisme des gangliosides membranaires

La composition des gangliosides est le résultat des différentes étapes de leur métabolisme,
comprenant leur biosynthése dans le RE et I'appareil de Golgi, le transport vésiculaire et leur
catabolisme. De plus, il a été montré que le profil des GSLs peut étre modifié directement au
niveau de la membrane plasmique (Tettamanti, 2004 ; Gupta and Surolia, 2010b). En particu-
lier, la sialidase membranaire Neu-3 peut modifier la composition des gangliosides de la
membrane plasmique par la conversion d’espéces polysialylées en GM1, et du GM3 en Lac-
Cer (Sonnino et al., 2010). Il est intéressant de noter que Neu-3 module la composition des
GSLs par des interactions en « trans » et est capable d’hydrolyser les substrats a la surface
des cellules adjacentes (Papini et al., 2004). De plus, Neu-3 joue un réle important dans cer-
taines pathologies comme les cancers du rein de type RCC, ou le niveau d’ARNm de Neu-3
est augmenté par rapport aux tissus sains. Les travaux présentés par Tringali et collabora-

teurs démontrent que I'inactivation de Neu-3 dans des cellules cancéreuses rénales induit un
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changement de composition des gangliosides avec une augmentation du Gp;; qui induit es-
sentiellement la diminution de la résistance au traitement par la molécule anticancéreuse
étoposine, de I'invasion et de I'adhésion cellulaire, mais aussi la diminution du recyclage des
intégrines B1 vers la membrane plasmique et I'inhibition de la signalisation par la voie « focal
adhesion kinase » (FAK)/ AKT (Tringali et al., 2012). De plus, d’autres équipes ont montré que
Neu-3 est impliquée dans les mécanismes cellulaires de réponse au stress hypoxique. Les
cellules musculaires en culture C2C12 qui sur-expriment Neu-3 dans des conditions hy-
poxiques présentent une augmentation de leur résistance a I'apoptose. Par contre, I'absence
de cette enzyme rend les cellules plus sensibles a I'apoptose (Scaringi et al., 2013). D’autres
glycosyl-hydrolases associées a la membrane ont été décrites. Notamment, I'association de
Neu-3 a une B-galactosidase et une B-glucosidase membranaires (dérivant probablement
des lysosomes), participent a la production de céramide a partir du Gys dans des fibro-
blastes humains (Valaperta et al., 2006). Il est également intéressant de noter que la sialyla-
tion des glycolipides puisse survenir a I'extérieur des compartiments golgiens par des sialyl-
transférases qui sont localisées dans la membrane plasmique. Par exemple, il a été montré
gue la GD3 synthétase est capable de sialyler du Gys pour en former du Gpsz par des interac-
tions en « cis » et « trans » a partir du substrat donneur CMP-Neu5Ac exogéne ou endogene
(Vilcaes et al., 2011). Finalement, la glycosylation et la déglycosylation au niveau de la mem-
brane plasmique sont des processus rapides qui sont impliqués dans les changements de la
composition des GSLs a la surface des cellules. Des gangliosides membranaires peuvent étre
internalisés par endocytose indépendamment des vésicules a clathrine mais principalement
par les cavéoles. Aprés passage dans les endosomes, les gangliosides peuvent étre recyclés
directement a la membrane plasmique, ou transportés dans I'appareil de Golgi ou ils peu-
vent étre reglycolysés ou dégradés dans les lysosomes. Les produits de dégradation peuvent
quitter les lysosomes pour entrer dans le cytosol ou ils peuvent étre soit recyclés soit tota-

lement dégradés.

3- La GD3 synthétase, carrefour de la biosynthése des gangliosides complexes

Le ganglioside Gps se situe a un carrefour métabolique dans la voie de biosynthése des gan-

gliosides. En effet, il peut étre transformé en gangliosides complexes de la famille b- (Gp; ;
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Gp1b) en c- (Gt3) ou en 9-0O-acétyl-Gps. La GD3S semble étre la seule enzyme capable de cata-
lyser le transfert d’un résidu d’acide sialique par une liaison a2,8 sur le Gys pour former le
Gps. De plus, la GD3S peut transférer un autre résidu d’acide sialique en a2,8 sur le Gps pour
former le Gr3 mais peut aussi peu former des structures oligosialylées avec quatre et cing
résidus d’acide sialique (Nakayama et al., 1996 ; Steenackers et al., 2012). Il est important de
dire que les gangliosides complexes des séries b- et c- ne sont pas ou tres faiblement expri-
més dans les tissus sains adultes, alors qu’ils sont retrouvés dans les tissus en croissance, au
cours du développement embryonnaire, ou en conditions pathologiques. La GD3S (ST8Sia I)
est une enzyme de la famille des sialyltransférases appartenant a la famille 29 de la classifi-
cation CAZY (Carbohydrate-Active-Enzymes) dans laquelle 20 sialyltransférases été réperto-
riées chez I’homme. La famille des a2,8-sialyltransférases ST8Sia comprend 6 sialyltransfé-
rases. La séquence d’ADNc de la GD3 synthétase humaine a été clonée par 3 équipes diffé-
rentes (Haraguchi et al., 1994),(Nara et al., 1994),(Sasaki et al., 1994). Le gene ST8SIA1 est
localisé sur le chromosome 12 et il est composé de 5 exons codants, séparés de régions in-
troniques, I'ensemble étant étendu sur environ 135 kilobases (Kb) (Fig. 8) (Furukawa et al.,

2003).

~135kbp

ATG TAG AATAAA

|

ATGA1 101 192 336 337 446 447 539 540 1024 1850
47 kbp 32 kbp 47 kbp
/L

1/ /L

El E2 E3 E4 ES

Figure 8 : Organisation génomique de la GD3 synthétase humaine. La région codante (carrés bleus
foncés) s’étend sur environ 135 kb et contient 5 exons (E1 a E5). Les carrés bleus ciel indiquent les
régions non codantes. La distance des introns en kb est indiquée. Tirée de thése de Marie Bobowski,
2012.

ST8SIA1 posséde deux codons d’initiation de la traduction sur I'exon E1 qui conduit a 2 iso-
formes protéiques de 356 et 341 acides aminés (Sasaki et al., 1994 ; Nakayama 1996). De
plus, Sasaki et collaborateurs ont montré que la séquence codant la GD3S sans le premier

codon d’initiation montre le méme niveau d’expression que pour la séquence possédant les
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2 ATGs (Sasaki et al., 1994). La différence de taille entre les deux isoformes est retrouvée au
niveau de la région cytoplasmique N-terminale de I'enzyme. La région 5’ non traduite de
ST8SIA1 a été décrite dans les cellules de mélanome, de glioblastome et de neuroblastome
montrant des sites d’initiation de la transcription tous situés sur I'exon E1 entre 700 a 450
paires de base en amont de I’ATG (Furukawa et al., 2003 ; Dae et al.,, 2009 ; Kwon et al.,
2009). L’étude de la séquence nucléotidique du promoteur de ST8SIA1 montre |'absence de
boite TATA ou CCAAT, par contre plusieurs sites pour la fixation de facteurs de transcription
généraux sont présents. Par exemple, dans les cellules de mélanome SK-Mel-2 et dans les
cellules de neuroblastome SK-N-BE, le contréle de I'expression du gene ST8SIA1 est effectué
par le facteur de transcription NF-KB qui conduit une augmentation de I'activité transcrip-
tionnelle (Kang et al., 2007). Par contre, dans les cellules de glioblastome U-87MG et T98G,
I'activité promotrice de ST8SIA1 est contrOlée par les facteurs ELK1 et AREB6 (Dae et al.,
2009).
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IV- Roles physiologiques des gangliosides

Les gangliosides sont principalement exprimés dans le systeme nerveux central mais aussi
pendant 'embryogenése. De nombreuses études ont montré leur fonction évidente dans la
reconnaissance cellulaire, la modulation des signaux transmembranaires, la prolifération, la
migration, la différenciation cellulaire (Kwak et al., 2011; Hakomori, 2008). Le profil des gan-
gliosides est précisément défini de maniere spatio-temporelle, et des changements de leur
composition résultant d’'une dérégulation de leur biosynthése sont fréquemment observés
en conditions pathologiques. Dans la suite de cette partie, nous nous sommes intéressés de

plus pres au réle des gangliosides dans les conditions physiologiques.

1 - Role fonctionnel des gangliosides dans le développement embryonnaire et

le systéme nerveux central

Les GSLs contenant des acides sialiques constituent un composant majeur dans les cellules
neuronales et sont essentiels dans la fonction cérébrale et le développement. L'UDP glucose
: céramide glucosyltransférase, ou GlcCer synthétase, catalyse I’étape initiale de la biosyn-
thése des GSLs, parmi lesquels les gangliosides. Il a été montré que des embryons de souris
knock-out pour la GlcCer synthétase et donc n’exprimant aucun GSL dérivant du GlcCer meu-
rent a 7,5 jours de développement, juste aprées le stade de gastrulation (Yamashita et al.,
1999). Dans un autre modéle murin, suite a l'inactivation conditionnelle du gene ugcg co-
dant la GlcCer synthétase, les souris présentent un dysfonctionnement post-natal du cerve-
let, des nerfs périphériques et de la structure des axones. L'ensemble de ces événements
entraine la mort des souris au bout de 3 semaines (Yamashita et al., 2005). Plusieurs études
ont montré un changement drastique du niveau d’expression et de la diversité des ganglio-
sides durant le développement embryonnaire mais également des GTs impliquées dans leur
biosynthese (Yu et al., 2009; Yu et al., 2012 ; Yu et al., 2011). Par contre, les enzymes clefs
comme la GlcCer synthétase, la GM3S, et la GD3S ne sont pas exprimées de maniere diffé-
rentielle durant le développement (Ngamukote et al., 2007) (Fig. 9). Chez la souris, les pre-

miers stades du développement embryonnaire (E12-E14) sont caractérisés par I'expression
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des gangliosides Gpsz et Gums, alors qu’aprés E16 le niveau d’expression de ces gangliosides
diminue nettement et d’autres gangliosides tels que le Gmi, Gpia, Goi, Grib aUgMentent
(Fig. 9). Par ailleurs, les souris GalNACT | (-/-) (GM2/GD2 synthétase) présentent le méme
niveau de concentration de gangliosides dans le cerveau, mais seuls les gangliosides Gy et
Gps sont présents, les gangliosides Gpi, et Gryp étant par contre absents. Le développement
et la structure globale des tissus chez les souris GalNAcT | (-/-) sont normaux. Par contre,
aprés 3 mois, une dégradation axonale et une démyélinisation sont détectées (Chiavegatto
et al., 2000). Finalement, les gangliosides jouent un réle important pendant le développe-
ment embryonnaire mais sont aussi essentiels dans le maintien de [lintégrité de

I'architecture et des fonctions du systéme nerveux central.

Formation du Neurogenése Arborisation Myélinisation
tube neural Astrocytogeneése axonale/dendritique
Synaptogenése
GlcCer I ]
GalCer [ ]
Sulfatide [

Gangliosides Gy3
Gangliosides Gp;
Gangliosides Gp,p, |

———
Gangliosides Gryy, | ——
Gangliosides Gy | N

Développement

Figure 9 : Changements de la composition en gangliosides dans le cerveau murin lors du développe-
ment.

2- La reconnaissance cellulaire dépendante des gangliosides

Les gangliosides localisés dans la membrane plasmique ont des fonctions dans la reconnais-
sance cellule-cellule et cellule-matrice. Les gangliosides interagissent avec les protéines
membranaires comme les intégrines, les récepteurs aux facteurs de croissance, pour former

des domaines glycosynaptiques contrélant I'adhésion, la motilité et la croissance cellulaire,
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et constituent également des récepteurs pour les pathogénes et les toxines (Regina Todes-

chini and Hakomori, 2008).

a- Les gangliosides récepteurs pour les pathogénes

Les gangliosides ont été caractérisés depuis de nombreuses années comme des sites
d’attachement pour certains virus et bactéries, et de certaines toxines. L'interaction la plus
connue est celle du ganglioside Gy, qui se lie avec la toxine cholérique de Vibrio cholerae,
une bactérie intestinale qui entraine une déshydratation rapide (Fishman, 1982). La toxine
cholérique consiste en une simple sous-unité A et en 5 sous-unités B identiques. La premiere
étape de fixation de cette exotoxine est une interaction des sous-unités B avec le Gy;. Ces
interactions induisent un changement de conformation et de dissociation de la sous unité A
de la toxine qui pénétre dans les cellules intestinales. Cette sous-unité va entrainer
I’activation de la protéine GSa, I'augmentation d’AMPc et I'activation de la protéine kinase A
(PKA) et de canaux ioniques, conduisant a la sécrétion de sels et d’eau dans la lumiere intes-
tinale (Fishman, 1982) (Fig. 10). D’autres toxines bactériennes peuvent également se lier aux
gangliosides, telles que la neurotoxine botulique A qui est synthétisée par Clostridium botu-

linum, et qui se fixe sur le ganglioside Gr1p (Yowler et al., 2002).

Figure 10: Effet de la reconnaissance de la Lumiére intestinale
toxine cholérique par le ganglioside Gy, sur une B
cellule intestinale humaine. La sous-unité B de la . . ce@

R L, . . L, . . Toxine cholérique’
toxine cholérique, produite par la bactérie Vibrio
cholerae, interagit spécifiquement avec le gan- 7o Nat H,0
glioside Gy, exprimé au niveau des villosités des K J 0 X

cellules intestinales. Ceci induit un changement
de conformation de la toxine, une dissociation et
I’entrée de la sous-unité A au sein de la cellule.
Cette sous-unité va entrainer I'activation de la
protéine Gsa, I'augmentation d’AMPc, suivie de
I'activation de la protéine kinase A (PKA), indui-
sant une activation des canaux ioniques (Adapté
de la thése de A. Cazet, 2010).

2 cAMP
Adénylate
cyclase

“.. ATP

Cellule épithéliale
intestinale

33

© 2014 Tous droits réserveés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Agata Steenackers, Lille 1, 2013

b -Les gangliosides du systeme nerveux central sont des récepteurs des glycoprotéines

MAG

La MAG (Myelin-associated-glycoprotéine) ou Siglec 4 est un membre de la famille des Siglec
(Sialic acid-binding immunoglobulin-type lectins) qui fonctionne pour maintenir la stabilité
de la gaine de myéline des axones et assure le controle de la régénération des nerfs apres
blessure. Cependant, la stabilité de la myéline et le fonctionnement axonal sont aussi dé-
pendants des gangliosides Gp1, et Gr1p, deux gangliosides majeurs de la membrane axonale
(Schnaar, 2010). Il a été montré que la MAG se fixe avec une forte affinité sur la séquence

glycannique terminale Neu5Aca2-3GalNAc des gangliosides Gp1, et Gryp (Fig. 11).

MAG
Myéline

Axone
Myéline
Noeud de
Ranvier

Stabilité  Architecture Inhibitionde
axonale delaxone I'excroissance des
axones

Figure 11 : Représentation schématique de I'interaction entre la protéine MAG (Myelin Associated
Glycoprotein) et les gangliosides Gp;, et Gryp. Les interactions spécifiques entre le récepteur MAG,
exprimé par la myéline, et les gangliosides Gp,, et Gy, des axones sont essentielles pour maintenir
I'intégrité du systéme nerveux central. Les voies de signalisation intracellulaires qui découlent de
cette interaction restent encore mal connues (Tirée de Schnaar, 2010)

Chez la souris, 'absence de la GM2/GD2 synthétase induit un changement de composition
des GSL et I'expression du Gy3 et Gps. Chez ces souris, on observe une dégradation axonale,
une démyélinisation des systemes nerveux central et périphérique et des problemes mo-
teurs (Chiavegatto et al., 2000 ; Pan et al., 2005). De plus, les souris knock-out pour MAG
présentent un phénotype similaire, ce qui suggere que l'interaction entre MAG et les gan-

gliosides Gpi, et Gty €st nécessaire dans la stabilité myéline-axone (Pan et al., 2005).
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V- Roles des gangliosides dans les pathologies

L'expression des gangliosides complexes (gangliosides de série b et c) est limitée dans les
tissus sains adultes, par contre ils sont particulierement abondants au niveau des tissus en
croissance et au cours du développement embryonnaire. Une dérégulation de I'expression
des gangliosides est observée dans différentes conditions pathologiques telles que
I'athérosclérose (Wen et al., 1999), les maladies neurodégénératives comme la maladie
d’Alzheimer (Ariga et al., 2008), la maladie de Creutzfeldt-Jacob (Ohtani et al., 1996) et dans
certains cancers (Furukawa et al., 2006). Par exemple, dans le cerveau des patients atteints
de la maladie d’Alzheimer, le profil des gangliosides est modifié. En particulier, il a été mon-
tré une augmentation du ganglioside Gy; (Molander-Melin et al., 2005). Ce ganglioside se lie
a la protéine AB, induisant le changement de leur conformation. Le complexe GAB formé du
fait de l'interaction entre le G\, et les protéines AR provoque la formation de fibrilles amy-
loides cytotoxiques, ce qui est un facteur critique dans le développement de cette maladie
(Okada et al., 2007; Yanagisawa, 2007; Yanagisawa, 2011). Un autre exemple est la maladie
d’Huntington, caractérisée par I'augmentation du nombre de résidus de glutamine dans la
partie N-terminale d’une protéine appelée huntingtine, codée par le géne HTT (également
appelé HD). Dans ce cas, les neurones présentent une sensibilité accrue a I'apoptose, et la
voie de signalisation PI3K/AKT est altérée. Une dérégulation de la synthése des gangliosides
a été détectée, avec une diminution de I'expression du Gy; (Maglione et al., 2010) Des
études récentes ont montré que I'augmentation de niveau du Gy; dans les lignées cellulaires
neuronales HD induit I'activation de voies de signalisation impliquées dans la survie et la
protection contre I'apoptose, mais augmente également la phosphorylation de la protéine
huntingtine mutée et corrige le déficit moteur dans un modele de souris transgénique HD

(Maglione et al., 2010 ; Di Pardo et al., 2012)

Le rble des gangliosides complexes dans le processus carcinogenese est bien documenté, les
gangliosides tels que le Gps, Gp, et G3 sont considérés comme des marqueurs oncofoetaux
de cancers d’origine neuro-ectodermique comme le mélanome et le neuroblastome. Nous
nous intéresserons en particulier dans cette introduction aux fonctions des gangliosides dans

I’acquisition du phénotype cancéreux qui seront développées dans la partie suivante.
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1- Role des gangliosides dans les tumeurs

a- Mélanome

Les gangliosides sont des antigénes associées aux tumeurs dans les cancers d’origine neuro-
ectodermique. En particulier, le Gps est considéré comme un antigene associé au mélanome.
Ce disialoganglioside est fortement exprimé dans les tissus et les lignées cellulaires de méla-
nome. Par contre, son expression est insignifiante dans les mélanocytes normaux (Carubia et
al., 1984; Portoukalian et al., 1979). De méme, il a été montré que le niveau d’expression de
la GD3 synthétase est lié avec la composition des gangliosides a la surface cellulaire et les
propriétés malignes des cellules de mélanome (Ruan et al., 1999). Par exemple, la sur-
expression de la GD3S dans un modele de cellules de mélanome SK-Mel-28-N1 Gps négative
(Gps-) augmente les capacités invasives de ces cellules (Hamamura et al., 2005). La phospho-
rylation de trois protéines : la paxilline, p130Cas et la kinase d’adhésion focal FAK (Focal Ad-
hesion Kinase) est également impliquée dans les phénomeénes de prolifération, d’invasion et
de motilité cellulaires. De plus, le traitement des cellules SK-Mel-28 avec un siRNA contre
I'une de ces trois protéines induit la suppression des propriétés invasives des cellules Gps+.
L’'ensemble de ces résultats suggere que ces protéines fonctionnent comme des effecteurs
pour la signalisation du Gps, en corrélation avec les propriétés invasives des cellules (Hama-
mura et al., 2005 ; 2008). Ainsi, I'équipe de Furukawa a montré que la protéine Yes de la fa-
mille des kinases Src peut étre co-immunoprécipitée avec p130Cas ou FAK dans les cellules
Gp3+ et que ce complexe est impliqué dans les phénomenes de prolifération et d’invasion
(Fig. 12). De plus, la protéine Yes a été localisée dans les radeaux lipidiques dans les cellules
Gps+, et dans ces cellules, la co-immunoprecipitation de Yes avec Fak ou p130Cas est plus
importante par rapport aux cellules Gps- (Hamamura et al., 2011). Une inhibition stable de la
GD3S par shRNA induit une diminution de I’activation de Yes avec une réduction du phéno-
type invasif. Ces résultats suggerent que le Gps est impliqué dans la régulation des kinases
de la famille Src (Hamamura et al., 2011). En paralléle, plusieurs études démontrent que le
Gps est impliqué dans l'invasion tumorale, en agissant comme un médiateur de la formation
de métastases au travers d’interactions directes avec les protéines de la matrice extracellu-
laire, ou indirectes par l'intermédiaire des intégrines. Ainsi, le Gps favorise I'adhérence de
cellules de mélanome a la fibronectine, a la laminine et au collagéne de type | ou IV (Nakano

et al., 1999 ; Birklé et al., 2003; Kuphal et al., 2005). Dans ce contexte, Ohkawe et ses colla-
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borateurs ont montré que les cellules SK-Mel-28 N1 Gps+ adhérent plus fortement au colla-

geéne de type | par rapport au controle.

Récepteurau ¢ | ) a
facteur de 0 o
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Figure 12 : Représentation schématique du role du ganglioside Gp; sur les propriétés biologiques
de cellules tumorales de mélanome. L’expression du Gp; augmente la croissance, la migration et
I'invasion des cellules de mélanome, en modulant I'activation de récepteurs aux facteurs de crois-
sance ou des intégrines. Les phénomeénes de prolifération et d’invasion sont également associés avec
des molécules adaptatrices telles que FAK, Yes, p130Cas et la paxilline. Image adaptée de Furukawa
etal., 2006.

De plus, le niveau d’expression de l'intégrine B1 est beaucoup plus élevé dans des radeaux
lipidiques dans lesquels le Gps et I'intégrine B1 ont été co-localisés. La formation de ce com-
plexe induit une augmentation d’activation des protéines FAK et |'activation des voies de
signalisation ILK-AKT (Integrin-Linked kinase-AKT). Cet événement est associé avec une aug-
mentation de la prolifération et de la migration des cellules SK-Mel-28 N1 Gpsz+ (Ohkawa et
al., 2010). L’équipe de Furukawa a également montré que la cavéoline-1 (composant de ra-
deaux lipidiques) est impliquée dans la régulation de la distribution du Gps dans la lignée

cellulaire de mélanome SK-Mel-28. La sur-expression de la cavéoline-1 dans les cellules SK-
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Mel-28 induit la diminution de leur prolifération et de leur migration, mais aussi une réduc-
tion du niveau de phosphorylation de p130Cas et de la paxilline par rapport au contréle. De
plus, dans les cellules CAV-1*, le Gps n’est plus concentré dans les radeaux lipidiques mais
réparti uniformément dans la membrane (Nakashima et al., 2007). De méme,
I'augmentation d’expression des gangliosides Gpip, GTip €t Gy dans la lignée cellulaire de
mélanome SK-Mel-28 aprés la transfection d’un vecteur contenant 'ADNc de la B3GalT4
(GM1/GD1b synthétase) induit la diminution d’expression des gangliosides Gys, Gwmz, Gp, et
Gps. Ces changements sont associés avec la réduction de la prolifération et de l'invasion,
avec une diminution du niveau de phosphorylation de p130Cas et de la paxilline (Dong et al.,

2010).

b- Les tumeurs cérébrales

Les gangliosides Gps et Gp, sont sur-exprimés dans les astrocytomes, les médulloblastomes,
les méningiomes et les neuroblastomes (Berra et al., 1985; Shinoura et al., 1992; Ladisch et
al., 1997). Les travaux présentés par Ruan et collaborateurs montrent une bonne corrélation
entre le profil de gangliosides, I'expression des ARNm et I'activité enzymatique des GTs im-
pliquées dans leur biosynthese dans des lignées cellulaires de neuroblastome humain (Ruan
et al., 1999). De méme, I'analyse du niveau d’expression des ARNm des GTs dans les biopsies
de patients atteints de gliome a différents stades a montré que la GD3S et la GD2S peuvent
étre utilisées comme valeurs pronostiques. Ainsi, une forte expression de la GD3S est asso-
ciée avec une faible expression de la GD2S, avec une corrélation positive a la survie globale
des patients. L'expression de la GM2/GD2 synthétase peut également étre utilisée comme
marqueur pronostique pour les neuroblastomes de grade IV qui engendrent des métastases
au niveau de la moelle osseuse (Oblinger et al., 2006; Cheung et al., 2003; Cheung et al.,
2004). Par contre, une forte expression du Gp, dans le neuroblastome est associée avec une
expression tres faible voire nulle des gangliosides de série b, comme les Gpip, GT1p €t Gqib,
en corrélation avec un phénotype biologique agressif du neuroblastome et un mauvais pro-
nostic de survie (Hettmer et al., 2005 ; Hettmer et al., 2003). De récentes études ont montré
gue I'a2,6-sialyltransférase ST6GalNAc V qui catalyse la formation des gangliosides a par le

transfert en a2,6 d’un résidu d’acide sialique sur le résidu de GalNAc présente un tres faible
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niveau d’expression dans les gliomes et les lignées cellulaires de gliomes. La transfection
stable de ST6GalNAc V dans la lignée cellulaire de gliome U373MG induit la production de
Gm2o; Neu5Aca2-6GalNAcB1-4GalB1-4Glc-Cer (ainsi que l'inhibition de I'invasion in vitro,
mais aussi I'inhibition de la croissance tumorale in vivo (Kroes et al., 2010). Le r6le des gan-
gliosides complexes comme le Gpsz et Gp, est évident dans le phénotype prolifératif et invasif
dans les cellules de neuroblastome ou de gliome. De ce contexte, il a été montré que
I'inhibition par une stratégie de knock-down de la GD3S, de la biosynthése du Gpz ou du 9-O-
acétyl-Gps dans les cellules de neuroblastome F11, s’accompagne d’une diminution de la
croissance et de la migration cellulaire in vitro mais aussi de la croissance tumorale et de la
formation de métastases dans un modele de xénogreffe chez souris Nude (Zeng et al., 1999;
Zeng et al., 2000). De méme, I'utilisation d’anticorps monoclonaux anti-Gps dans la lignée
cellulaire de gliome TP483 et D54MG, inhibe spécifiquement leur croissance (Hedberg et al.,
2000). Enfin, plusieurs approches expérimentales ont montré que le ganglioside Gps est im-
pliqgué dans l'inhibition de I'angiogeneése par des effets autocrine et paracrine sur le VEGF et
les récepteurs associés. Il a également été montré que les tumeurs de cerveau qui expriment
fortement le Gys présentent un phénotype moins vascularisé (Seyfried and Mukherjee,
2010). De plus, la prolifération des cellules de neuroblastome est réduite en présence des
gangliosides Gys, Gm1, Gpip €t Grip, par inhibition de la phosphorylation de I’'EGFR (Mirkin et
al., 2002).

c- Les gangliosides dans les tumeurs pulmonaires

L'équipe de Furukawa a analysé I'expression des gangliosides dans 44 lignées cellulaires de
cancer du poumon. Cette analyse a montré que les gangliosides de la série-a comme le Gy
et le Gy1 sont exprimés dans presque toutes les lignées cellulaires. Par contre, une forte
expression du Gp, (ganglioside de la série-b) été caractérisée pour la lignée de cancer du
poumon a petites cellules (Yoshida et al., 2001). Le niveau d’expression des enzymes impli-
quées dans la biosynthése des gangliosides comme la GD3S et la GM2/GD2 synthétase pré-
sente une bonne corrélation avec I'expression des gangliosides de la série-b (Yoshida et al.,
2001). L'expression du Gp, été également associée avec I'acquisition de la malignité par

transfection d’un vecteur codant la GD3S dans la lignée de cancer du poumon a petites cel-
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lules SK-LC-17 qui n’exprime pas les gangliosides de la série-b. Cette transformation pro-
voque I'accumulation du Gp, et du Gps, avec une diminution d’expression des gangliosides
de la série-a. Le changement de profil gangliosidique est lié avec 'augmentation de la proli-
fération et de l'invasion de ces cellules (Yoshida et al., 2001). L’inhibition de I'expression des
gangliosides de série-b par ARN interférence ciblant la GD3 synthétase réduit la prolifération
cellulaire in vitro mais aussi la croissance tumorale dans un modeéle de souris immunodépri-
mées (Ko et al., 2006). De plus, I'incubation des cellules SK-LC-17 GD3S+ avec I'anticorps anti
Gp; induit I'inhibition de la prolifération par un mécanisme dépendant des voies de signalisa-
tion ERK/MAPK et p38/MAPK (Yoshida et al., 2001 ; Aixinjueluo et al., 2005). Dans les cellules
transfectées, I'induction de I'apoptose aprés incubation avec I'anticorps anti-Gp, a été dé-
tectée, mais également I'inhibition du processus de I'apoptose par l'inhibiteur Caspase z-
VAD, ce qui suggere que I'apoptose provoquée par I'anticorps anti-Gp, passe par la voie dé-
pendante de la caspase 3. Aixinjueluo et ses collaborateurs ont montré que I'anticorps anti-
Gp> induit 'apoptose par un changement de conformation des intégrines, une déphosphory-
lation des protéines FAK, et I'activation de la protéine p38 (Aixinjueluo et al., 2005). De plus,
les anticorps anti-Gy3 ou anti-Gps ne provoquent pas I'apoptose, ce qui indique un réle spé-

cifigue du Gp, dans le phénotype invasif des cellules SCLC (Yoshida et al., 2001).
d- Les gangliosides complexes dans le cancer du sein

Les conséquences de la sur-expression de la GD3S et des gangliosides complexes dans le
processus de cancérisation du mélanome et du neuroblastome sont bien documentées. Par
contre, moins de données sont disponibles concernant I'expression des AGAT dans les tu-
meurs mammaires. Une étude clinique a permis de montrer que le niveau global des gan-
gliosides est plus élevé dans les carcinomes canalaires infiltrants que dans les tissus mam-
maires normaux. Ces résultats ont été obtenus par des techniques d’'immuno-détection et
de spectrométrie de masse. De plus, une augmentation significative du niveau d’expression
du Gz, Gps, O-acétyl-Gps, et du Gr3 a été décrite dans les CCl, par rapport a I'expression
dans les tissus normaux (Marquina et al., 1996). Récemment, deux études cliniques ont
montré que I'expression du gene ST8SIA1, codant I’enzyme GD3S qui contréle la biosynthese
des gangliosides complexes, est augmentée dans les tumeurs mammaires ER- et corrélée a
un grade histologique élevé des patientes (Ruckhaberle et al., 2008 ; Ruckhadberle et al.,

2009). Par contre, une expression élevée de ST8SIA1 dans les tumeurs ER+ serait associée a
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une augmentation de la survie globale des patientes. Une étude présentée par Carcel-
Trullols et collaborateurs montre que les cellules cancéreuses MDA-MB-231-MET qui ont été
sélectionnées a partir de métastases osseuses sur-expriment le géne ST8SIA1 (Carcel-Trullols
et al., 2006). Dans notre laboratoire, nous avons également montré en utilisant le modele
cellulaire de cellules cancéreuses mammaires MDA-MB-231 que la GD3S joue un role impor-
tant dans l'invasion (Cazet et al., 2010), ce modele cellulaire utilisé pendant ma theése sera
développé dans la partie suivante. De plus, il a été montré que le ganglioside Gp, est identi-
fié dans une petite fraction des lignées cellulaires du cancer du sein et dans des échantillons
de tumeurs mammaires de patientes. Ces cellules Gp, positives sont aussi CD44+ et CD24-
/low et sont capables de former des mammospheéres et d’initier les tumeurs. En outre, la
GD3S est nécessaire pour les propriétés invasives des cellules BCSC. Une diminution
d’expression de la GD3S par shRNA réduit le pourcentage de cellules MDA-MB-231 Gp,+
avec pour conséquence une diminution de l'invasion. L’injection de cellules MDA-MB-231-
GD3S shARN chez des souris abolit la formation de tumeurs par rapport aux cellules con-

tréles (Battula et al., 2012).

2- Gangliosides et modulation des signaux transmembranaires pendant la

carcinogénése

Les gangliosides sont associés a de nombreux processus biologiques comme la croissance, la
différenciation ou la liaison de toxines. De nombreuses études montrent que ces processus
peuvent étre modifiés par les gangliosides qui interagissent avec de nombreuses protéines
comme les intégrines, les tétraspanines, les récepteurs aux facteurs de croissance.
L'inhibition ou l'activation de ces protéines transmembranaires peut étre régulée par

I'interaction directe ou indirecte avec des gangliosides (Miljan and Bremer, 2002).
a- Régulation des RTK par les gangliosides

Les récepteurs tyrosine kinase (RTK) sont des protéines clefs qui sont impliquées dans la ré-
gulation des processus cellulaires comme la prolifération, la différenciation, la migration, le
contrdle du cycle cellulaire. Il existe 58 RTKs chez I’'humain et tous présentent une organisa-

tion structurale similaire, avec le domaine de liaison au ligand extracellulaire, un domaine
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transmembranaire unique, et une région cytoplasmique qui contient des protéines a activité
tyrosine kinase (Lemmon and Schlessinger, 2010). Généralement, les RTKs sont activés par la
liaison du ligand, qui induit leur dimérisation ainsi que leur autophosphorylation. Depuis des
années, il est mentionné dans la littérature que I'activité des récepteurs aux facteurs de
croissance peut étre modulée par les gangliosides (Fig. 13) (Miljan and Bremer, 2002 ; Weis

and Davis, 1990).

Récepteur 3
EGFR o cPteUrd oA PDGFR FGFR  VEGFR Met
I'insuline

@:.:"":.‘@ @ @ @ @ @ @ @ @ @

GDla' €M3 G G GMl GM1 GM3 Gle GM3 G' G<D1a
N-acétyl Gy; Gm: Gp1p Gm2 Gm2 Gp;
Gvz Gpia Gwi Grib  Gpia Gpib
Grip Gp1p Grip
Gps
Grip

Figure 13: Régulation de I'activité de récepteurs a activité tyrosine kinase par les gangliosides. De
nombreuses études ont permis de montrer a la fois une inhibition (rouge) ou une activation (vert) de
la signalisation relayée par les RTKs, dépendamment des gangliosides exprimés, du type cellulaire, et
des conditions expérimentales utilisées. On peut distinguer 3 mécanismes permettant aux ganglio-
sides de moduler I'activité des RTKs : un mécanisme dépendant de I'interaction ganglioside/ligand
(ex. FGF et Gy) ; une régulation de la dimérisation du récepteur, comme c’est le cas du Gy; et de
I’'EGFR et une régulation de I'activité en fonction de la mobilité et de la localisation au sein des ra-
deaux lipidiques (récepteur a l'insuline et Gy;3). Adapté de (Miljan and Bremer, 2002 ; Lemmon and
Schlessinger, 2010)
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J Le récepteur ’'EGFR et les gangliosides

L'EGFR est une protéine N-glycosylée qui possede 11 sites de N-glycosylation potentiels dans
son domaine extracellulaire (Stroop et al., 2000). Plusieurs études ont montré que le gan-
glioside Gz est capable de se lier spécifiquement au domaine extracellulaire de 'EGFR et
d’inhiber sa dimérisation et son autophosphorylation (Miljan and Bremer, 2002 ; Kawashima
et al., 2009). Il a également été montré que I'inhibition de I'activité tyrosine kinase était dé-
pendante des interactions entre les résidus de GalNAc des chaines N-glycanniques du récep-
teur et la partie glycannique du Gy;3 (Yoon et al., 2006 ; Kawashima et al., 2009). De méme,
de récentes études montrent I'effet inhibiteur du Gz sur I'activation de ’'EGFR dans les cel-
lules cancéreuses hépatiques murines Hca-F25 (Huang et al., 2013). Dans les cellules HcaP a
faible potentiel métastatique, le ganglioside majeur est le Gy3. Par contre, les lignées cellu-
laires HcaF a fort potentiel métastatique expriment majoritairement le Gy,. De plus,
I'inhibition de I'expression du Gz par I'inhibiteur de la biosynthése des glycolipides PPMP
provogue une augmentation de la migration des cellules HcaP par activation de 'EGFR et des
voies de signalisation PI3K/AKT. Au contraire, 'augmentation de Gy;z dans les cellules HcaF
par ajout exogene de ce ganglioside induit I'inhibition de la migration et la mortalité des cel-
lules (Huang et al., 2013). Le récepteur EGFR peut étre régulé positivement par les ganglio-
sides. Par exemple, I'augmentation de la quantité de Gp;, dans des cellules NHDF (Normal
Human Dermal Fibroblast) induit la dimérisation de I'EGFR et son autophosphorylation, mais
aussi I'activation des voies intracellulaires des MAPK. L’activation de ce récepteur a été ob-

servée en |'absence de facteurs de croissance (Liu et al., 2004).
. Récepteur Met et gangliosides

Le récepteur a activité tyrosine kinase Met est un récepteur pour « I’hepatocyte growth fac-
tor (HGF) /scalter factor (SF) », actif pendant le développement mais il est aussi connu
comme un récepteur impliqué dans la migration des cellules, leur prolifération et I'invasion
dans le cancer (Ponzo and Park, 2010). Il a été montré que certains gangliosides sont impli-
gués dans la régulation de ce récepteur. Par exemple, I'expression de la GD3S dans les cel-
lules cancéreuses mammaires MDA-MB-231 induit une accumulation du ganglioside Gp; a la
membrane plasmique avec une activation constitutive du récepteur c-Met. L’activation de ce

récepteur provoque la prolifération et la migration des cellules MDA-MB-231 en I'absence

43

© 2014 Tous droits réserveés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Agata Steenackers, Lille 1, 2013

de facteurs de croissance (Cazet et al.,2010, 2012). De plus, I'inhibition de la GM2/GD2 syn-
thétase par siRNA réduit I'activation de c-Met et inverse le phénotype prolifératif (Cazet et
al., 2012). De récentes études ont montré que le Gz est aussi impliqué dans la régulation du
récepteur c-Met. Dans des lignées cellulaires cancéreuses hépatiques murines,
I’'augmentation de la quantité de Gy (par ajout exogene) renforce la phosphorylation de c-
Met et I'activation des voies de signalisation PI3K/AKT, avec stimulation de la migration. La
diminution de I'expression du Gz provoque l'inhibition de la phosphorylation de ces récep-
teurs et de I'activation des voies de signalisation associées (Li et al., 2013). De plus, le Gpia
peut réguler 'activation de c-Met dans la lignée cellulaire murine d’ostéosarcome FBJ-LL

(Zhang et al., 2011).

J VEGFR et les gangliosides

Le VEGFR (Vascular endothelial growth factor receptor) est un facteur angiogénique impor-
tant en conditions physiologiques mais également impliqué dans la migration et la proliféra-
tion des cellules endothéliales pendant I'angiogenése en conditions pathologiques. Il a été
montré que certains gangliosides peuvent réguler I'activation de ce récepteur. Par exemple,
le Gus inhibe le processus d’angiogenese par I'inhibition des voies de signalisation induites
par le VEGF, par l'interaction directe avec le récepteur VEGFR2 (Chung et al., 2009). De
méme, les tumeurs de cerveau présentant une forte expression du Gys sont généralement
moins vascularisées par rapport aux tumeurs avec une faible expression du Gy (Seyfried
and Mukherjee, 2010). De plus, le ganglioside Gpi, induit la dimérisation et
I’'autophosphorylation du récepteur VEGFR dans les cellules endothéliales avec une activa-
tion des voies de signalisation qui induisent la prolifération et la migration (Seyfried and

Mukherjee, 2010).

b- Intégrines et gangliosides

Hakomori a proposé le terme de « Glycosynapse » qui définit une région dans la membrane
plasmique (microdomaine) impliquée dans I'adhésion glycanne-dépendante (par interaction
GSL-GSL ou par modulation de protéines impliquées dans I'adhésion, telles que les inté-

grines, par les GSLs). Les glycosynapses de type 3 sont des microdomaines non cavéolaires
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caractérisés par la présence de tétraspanines, telles que CD9, CD81 et CD82 (Regina Todes-
chini and Hakomori, 2008). Les tétraspanines sont des protéines membranaires comportant
4 domaines transmembranaires qui interagissent a la fois avec les GSL et les intégrines (Pri-
netti et al., 2009). Le ganglioside Gys forme avec les intégrines et CD9 un complexe qui est
présent dans la lignée cellulaire cancéreuse de vessie non invasive KK47 ; par contre la lignée
correspondante YTS1 présentant un phénotype invasif exprime beaucoup plus faiblement le
Gwms. L'inhibition de I'expression du Gz dans les cellules KK47 par le PPMP induit I'activation
de la protéine kinase c-Src et I'augmentation de la mobilité des cellules. Par contre,
I’addition exogéne de Gy dans les cellules YTS1 induit la stabilisation du complexe tétraspa-
nines/intégrines, la localisation de la protéine Csk dans les glycosynapses, et I'inactivation de

c-Src, ce qui inhibe la motilité cellulaire (Fig. 14) (Mitsuzuka et al., 2005).

Intégrine g B

Inhibitionde la
motilité cellulaire

Figure 14 : R6le du GM3 dans la signalisation par les intégrines. La formation d’un complexe
Gys/intégrine/tétraspanine CD9 au sein des glycosynapses induit le recrutement de la protéine Csk.
Cette protéine provoque l'inhibition de la protéine c-Src réduisant ainsi la motilité cellulaire.

c- Interaction des gangliosides avec des protéines de la matrice extracellulaire

Plusieurs études ont montré que les gangliosides sont impliqués dans l'interaction avec les
protéines de la matrice cellulaire comme le collagene, la fibronectine ou la laminine, soit par
une interaction directe, soit par un mécanisme dépendant des intégrines (Nakano et al.,
1999 ; Kazarian et al., 2003 ; Ichikawa et al., 2009). Par exemple, dans les cellules neuronales

il a été montré que la laminine 1 se lie au Gy par l'intermédiaire de la chaine glycannique,
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et cette interaction provoque une relocalisation du récepteur NGF-TrkA et de la B1 intégrine.
Ce complexe induit la signalisation intracellulaire Lyn-Akt et MAPK qui stimule la croissance
neuronale (Ichikawa et al., 2009). De plus, les mémes auteurs ont montré que l'interaction
laminine 1 - Gy est spécifique et suggere que la conformation du Gy, joue un role impor-
tant. Le résidu d’acide sialique est nécessaire mais aussi le résidu de Gal a I'extrémité 5’ de la
partie glycannique du Gy (Fig. 15). D’autres études montrent clairement le réle des ganglio-
sides dans le processus d’adhésion par interaction avec la matrice extracellulaire. Par
exemple, dans les cellules de neuroblastome LA-N1, I'incubation avec le PDMP (un inhibiteur
de la synthése des gangliosides) diminue I’'adhésion au collagéne (Kazarian et al., 2003). De
méme, Nakano et collaborateurs montrent qu’aprés l'incubation des cellules de mélanome
SK-Mel-28 qui présentent une forte expression de Gps avec un anticorps monoclonal anti-
Gps, I'attachement des cellules sur le collagéne de type 1V, la fibronectine et la laminine est

inhibée (Nakano et al., 1999).

Auto-assemblage

Laminine

Interactiof

Intégrine

Croissance
desneurites

Figure 15 : Représentation schématique de l'interaction entre la laminine et le ganglioside G; au
sein des radeaux lipidiques. La laminine 1 se lie directement au Gy; et induit son agrégation, aug-
mentant ainsi la concentration de TrkA dans les radeaux lipidiques et I'activation de molécules ré-
pondant au NGF (Nerve Growth Factor) telles que Lyn. Le clustering du Gy, et de la laminine induit
également la relocalisation et I'enrichissement des intégrines au sein des radeaux lipidiques. Ces
microdomaines enrichis en Gy, TrkA, intégrines et molécules de signalisation constituent des plate-
formes fonctionnelles pour les voies de signalisation qui déclenchent la croissance des neurites (
Adapté de Ichikawa et al., 2009).
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3- Les gangliosides, cibles pour la thérapie des cancers

Le changement d’expression des enzymes impliquées dans la biosynthése des gangliosides et
la modification de leur profil a la surface cellulaire est observé dans la carcinogenése, con-
duisant a I'apparition d’antigenes glucidiques associés aux tumeurs (AGAT). Comme nous
I’avons vu, plusieurs gangliosides associés aux tumeurs ont une origine embryonnaire et sont
exprimés a un faible niveau dans les tissus normaux. Un changement d’expression des gan-
gliosides est lié avec la prolifération des tumeurs, l'invasion et I’'angiogenese. De ce fait, les
gangliosides constituent une cible de premier intérét dans la thérapie anticancéreuse. Par
contre, bien que les AGAT rendent les cellules de cancer légérement antigéniques, ils sont
médiocrement immunogéniques. De multiples signaux semblent nécessaires pour activer
une forte réponse immunitaire cellulaire contre ces antigenes via les lymphocytes T. Dans ce
contexte, des outils thérapeutiques innovants sont en cours de développement, basés sur
I'utilisation d’anticorps monoclonaux anti-gangliosides, et ont atteint le stade des essais cli-
niques pour différents types de cancers comme le mélanome, le neuroblastome, et le cancer

du poumon a petites cellules.

a- Anti-G D2 mAbs

Le ganglioside Gp, est un disialoganglioside qui est exprimé dans les tumeurs d’origine neu-
ro-ectodermique comme le neuroblastome, le mélanome mais aussi le gliome et le cancer
du poumon a petites cellules. Il a été montré qu’un anticorps anti-Gp, peut inhiber le pro-
cessus de prolifération, de migration et d’invasion dans des modeles cellulaires de cancer du
poumon a petites cellules SK-LC-17 (Aixinjueluo et al., 2005). De nombreux anticorps anti-
Gp, ont été développés pour une utilisation thérapeutique, et ont été testés dans le méla-
nome et le neuroblastome (Durrant et al.,, 2012). Les premieres études ont reporté que
I"utilisation d’anticorps monoclonaux anti-Gp, L27 chez les patients atteints de mélanome
entraine une régression des tumeurs exprimant le Gp; (Irie and Morton, 1986). D’autres an-

ticorps ont été évalués, comme les anticorps 3F8 et 14.G2a, mais ces derniers se sont avérés
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toxiques du fait de I'expression du Gp, au niveau des nerfs périphériques et des mélanocytes
de la peau (Rabu et al., 2012). L’équipe de Brenner a développé une autre stratégie vaccinale
et mis au point un modele de lymphocytes T capable de fixer spécifiquement le Gp,. Ces cel-
lules effectrices expriment un récepteur chimérique composé d’'un domaine extracellulaire
reconnaissant le Gp, (dérivé de I'anticorps anti-Gp, sc14.G2a) et du domaine intracellulaire
des molécules de co-stimulation CD28 et OX40 (Yvon et al., 2009 ; Cartellieri et al., 2010).
L'expression du Gp, a la surface des cellules primaires de mélanome permet une reconnais-
sance du récepteur chimérique, une activation des lymphocytes T par les molécules CD28 et
OX40, puis leur prolifération et la production des cytokines (IFN-y, IL-2, TNF-a et IL-5) entrai-
nant une cytotoxicité contre les cellules tumorales (Yvon et al., 2009). De récentes études
montrent que cette stratégie peut induire un réel bénéfice chez les patients atteint d’un

neuroblastome actif avec une survie plus longue (Louis et al., 2011).

b- Anti-G D3 mAbs

Le disialoganglioside Gp; est fortement exprimé dans le mélanome et dés les années 80, des
essais de biothérapie avec I'anticorps R24 qui reconnait spécifiqguement le Gpz ont été réali-
sés (Dippold et al., 1980; Houghton et al., 1985). L'anticorps R24 entraine in vitro une toxicité
dépendante du complément et une cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps, et
blogue la croissance du mélanome dans des modéles animaux (Nasi et al., 1997). Par contre,
I'anticorps R24 utilisé seul ou en combinaison avec des cytokines ou des agents chimiques
thérapeutiques, présente des résultats limités chez les patients. Les principaux effets secon-
daires reportés apres I'utilisation du R24 sont I'urticaire, un prurit, et une hypertension qui
limite la dose maximale acceptée (Bajorin et al., 1992; Kirkwood et al., 2000). Dans ce con-
texte, des anticorps chimériques KM87 et KW-2871 ont été développés. Aprés injection de
KM871, une réduction significative de la croissance tumorale chez les souris Nude a été dé-
tectée (Scott et al., 2001). Des résultats préliminaires semblent indiquer que I'anticorps
KM871, stable in vivo, présente un potentiel thérapeutique intéressant (Scott et al., 2005).
De plus, I'anticorps KW-2871 est actuellement soumis a une étude de phase Il chez les pa-

tients avec un mélanome métastatique (Rabu et al., 2012).
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VI- Le cancer du sein

Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent dans la population féminine. Récemment, le
taux de métastases et la mortalité chez les patientes atteintes de cancer du sein ont diminué
a la suite d’un pronostic précoce par mammographie et I'amélioration des traitements, no-
tamment systémiques (chimiothérapie, hormonothérapie, thérapies ciblées). Cependant, 15
a 20% des patientes présentent une pathologie agressive et développent des métastases
distantes 3 ans aprées la détection initiale de la tumeur primaire; la mise en place
d’approches thérapeutiques plus efficaces dépend donc d’'une meilleure connaissance des

sous-types tumoraux.

1- Les caractéristiques des tumeurs mammaires

Il existe plusieurs types de classification, basées sur différents critéres (histologiques ou mo-

léculaires).

a- Classification histologique

Cette classification est basée sur I'observation de biopsies au microscope. Les adénocarci-
nomes mammaires représentent environ 95% de tumeurs malignes, qui se développent a
partir des cellules épithéliales, soit des cellules des canaux (carcinome canalaire), soit a partir
de cellules des lobules (carcinome lobulaire) (Fig. 16). Toutefois, les cancers du sein peuvent-
étre classés en carcinomes in situ (non invasifs) et en carcinomes infiltrants (invasifs) (Malho-
tra et al., 2010). Les carcinomes in situ dans lesquels la prolifération maligne des cellules
épithéliales s’effectue dans la lumiere du canal galactophore ou dans les lobules sont respec-
tivement appelés canalaires (CCIS), et lobulaires (CLIS). Le carcinome canalaire in situ est
considérablement plus fréquent que le type lobulaire. Les carcinomes infiltrants, qui ont la
propriété d’envahir les tissus adjacents, évoluent localement et en métastasant. Ce type de

cancer représente un groupe hétérogéne avec plusieurs sous-types histologiques. La der-
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niére édition de la World Health Organization présente 17 types histologiques distincts
(Weigelt et al., 2010). Le carcinome canalaire infiltrant (IDC) est le plus fréquent des sous-

types et représente 65 a 80 % de toutes les Iésions invasives (Weigelt et al., 2010).
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Figure 16 : Les carcinomes canalaires et les carcinomes lobulaires. A : Structure de la glande mam-
maire. B et C: Représentations schématiques des structures canalaire (B) et lobulaire (C) dans les-
quelles la majeure partie des tumeurs de sein se développent.

Les IDC peuvent étre ensuite sous-classifiés par I'observation microscopique des cellules

cancéreuses. |l existe 3 grades de cancer du sein :

e Grade 1 - Cellules bien différenciées, de bon pronostic
e Grade 2 — Cellules moyennement différenciées, de moyen pronostic

e Grade 3 — Cellules faiblement différenciées, de mauvais pronostic.
Cette classification est basée sur le niveau de :

e La formation de tubes évaluant le pourcentage de tumeurs qui forment des struc-
tures canalaires,

e e pléomorphisme nucléaire évaluant si les noyaux cellulaires sont uniformes
(comme dans les cellules épithéliales normales) ou plus grands et irréguliers

(pléomorphisme). Ces changements sont le signe d’une réplication anormale ou
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les mécanismes qui contrblent les chromosomes et I'expression des génes sont al-
térés,

e Le comptage mitotique évaluant le nombre de mitoses que le pathologiste voit dans
10 champs microscopiques. Plus ce nombre est élevé, moins le pronostique de

cancer est bon.
b- Classification anatomo-clinique

La classification anatomo-clinique ou classification TNM (Tumor Node Metastasis) est un
systeme de classification utilisé couramment par les cliniciens, et qui peut contribuer a éva-
luer le pronostic de la maladie et a déterminer le traitement a prescrire. Le systeme est basé

sur 3 caractéristiques :

1- La taille de la tumeur primaire (T). Elle est notée de TO a T4 pour les tumeurs les plus

étendues.

2- Si le cancer a atteint ou non les ganglions lymphatiques (N). Noté de NO a N3 pour les mé-

tastases dans les ganglions lymphatiques supraclaviculaires ipsilatéraux.

3- Distance pour d’éventuelles métastases (M), ou MO correspond a I'absence de métastase

et M1 a leur présence.

Ces trois points de classification permettent également d’établir le stade du cancer du sein

deOalV.

e Stade 0 : Le cancer in situ

Stade | : Taille de la tumeur < a 2 cm, absence de signe d’envahissement ganglion-

naire régional.

Stade Il : La tumeur de 2 a 5 cm et/ou atteinte ganglionnaire satellite mineure.

Stade Il : Atteinte locale importante et/ou atteinte ganglionnaire satellite majeure,
absence de métastases.

Stade IV : Tumeur avancée localement et métastases a distance.

Ce type de classification est insuffisant pour adopter un traitement spécifique. Ce systéme
ne présente pas d’informations sur d’autres parametres importants tels que le statut des

récepteurs ER (Estrogen receptor) et du récepteur 2 du facteur de croissance épidermique
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humain HER2 Une classification des cancers du sein en sous types moléculaires a donc été

développée.
c- La classification moléculaire

L’analyse du transcriptome sur puces a ADN a prouvé |I'hétérogénéité des tumeurs, démon-
trant par le profil d'expression des genes et I'expression immunohistochimique des ER, des
récepteurs de la progestérone (PR) et de HER2 que le cancer du sein peut étre classifié en 5
sous-types (Prat and Perou, 2011; S¢rlie et al., 2001), (Tableau 2). Cette classification molé-
culaire est basée sur les types histologiques, le grade des tumeurs, le statut ganglionnaire et

par la présence de marqueurs tels que les récepteurs ER et plus récemment HER2

. Le type luminal : il est le sous-groupe le plus représenté correspondant a des cancers
généralement de bas grades qui expriment les récepteurs hormonaux (cestrogénes et pro-

gestérone) et les cytokératines (CK) 8/18. Ce groupe peut étre subdivisé en deux sous-types :

1- Luminal A : ER+ et/ou PR+, HER2- de grade faible et bon pronostic (de 19 a 39 % des can-

cers du sein) avec une forte expression du récepteur aux cestrogenes.

2- Luminal B : ER+ et/ou PR+, HER+ est le sous-type avec le pronostic le moins favorable qui
représente 10 a 23 % des cancers du sein. Ce groupe est caractérisé par une forte expression

des genes de prolifération cellulaire et anti-apoptotiques par rapport au sous type A.

. HER2+/ERBB2+ (4 a 10 % des cancers du sein). Ces tumeurs sur-expriment le géne
ERBB2 codant le récepteur a I'activité tyrosine kinase Her2 mais présentent aussi une ex-
pression élevée de I'EGFR et du FGFR. Ce sont des tumeurs a mauvais pronostic, dans les-

quelles la protéine p53 est mutée dans 75 % des cas.

o Basal-like : ER-, PR-, HER-, CK5/6+ (15 a 20 %). Ces types de tumeurs sont souvent
d’un grade histologique élevé et sont caractérisés par |'absence d’expression de récepteurs
hormonaux aux cestrogenes et de la progestérone ainsi que du récepteur a I'activité tyrosine
kinase Her2 (ERBB2). De plus, ces types de cancers présentent une forte expression des
genes de prolifération cellulaire, tels que le récepteur aux facteurs de croissance EGFR et des
cytokératines 5/6. Des mutations des génes p53 et BRCA1 ont été décrites dans 82 % des

cas.

52

© 2014 Tous droits réserveés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Agata Steenackers, Lille 1, 2013

J Claudin low : c’est un sous-type de cancer comme le sous-type « basal-like » qui est

caractérisé par I'absence d’expression des récepteurs hormonaux et du récepteur HER2. Par

contre, ce sous-type présente une faible expression des genes impliqués dans I'adhésion

cellule épithéliale - cellule épithéliale tels que les génes de la E-cadhérine, des claudines 3, 4,

et 7. (Prat et al., 2010). De récentes études ont montré que ce sous-type est en général asso-

cié avec un grade élevé (Lu et al., 2013).

Tableau 2. La classification moléculaire du cancer du sein (adapté de Holliday and Speirs,

2011).
Classification Caractéristique Exemple de lignée cellulaire

Luminal A ER+, PR+/-, HER2-, Ki67, MCF-7, T47D, SUM185
Réponse a I’hormono-thérapie, mais
aussi forte réponse a la chimiothérapie

Luminal B ER+, PR+/-, HER2+, Ki6 71 BT474, 2R-75
Réponse généralement a I'hormono-
thérapie, mais réponse variable pour la
chimiothérapie. Les tumeurs HER2+ ré-
pondent au trastuzumab (herceptine).

HER2 Ki67\, réponse au trastuzumab, mais SKBR2, MDA-MB-453
aussi a la chimiothérapie.
Basal-like MDA-MB-468,
SUM 190

ER-, PR-, HER2-, EGFR+, CK5/6+, Ki67 1
Pas de réponse a I’hormono-thérapie,
mais souvent répondant a la chimiothé-
rapie.

Claudin low ER-, PR-, HER2- BT549, MDA-MB-231,
Faible expression de la E-cadhérine, des HS578T, SUM 1315.
claudines 3, 4, et 7. Réponse intermé-
diaire a la chimiothérapie

. Normal-like ou « non classifié ». Ces tumeurs peuvent étre ER+ ou ER-, elles présen-

tent des caractéristiques communes avec le tissu mammaire normal mais aussi avec les cel-

lules non-épithéliales du microenvironnement. Elles restent a ce jour encore mal définies.

2- Processus de la tumorigenése

© 2014 Tous droits réservés.
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La carcinogenése mammaire est le résultat d’une succession d’étapes contribuant a la trans-
formation d’une cellule saine en cellule cancéreuse, sous I'influence d’'une multitude de fac-
teurs tels que les agents environnementaux, les facteurs physiologiques (facteurs de crois-
sance, hormones, cytokines) ou encore les alternations génétiques. La transformation de la
cellule est suivie de son expansion clonale et de sa croissance en masse tumorale ou cancer
primaire. Les cellules cancéreuses envahissent ensuite progressivement les tissus adjacents
au niveau local puis se disséminent dans I'organisme par rupture de la membrane basale

pour former les métastases. (Fig. 17).
3- Formation de la tumeur primaire et événement génétique

Le cancer du sein est une pathologie hétérogene avec différents sous-types et des résultats
cliniques variables. Il a été montré que la progression du cancer du sein est liée a
I’'accumulation de mutations génétiques qui conduisent a des fonctions cellulaires aber-
rantes. Les alterations génétiques correspondent a l'inactivation de genes suppresseurs de

tumeurs ou au contraire a l'activation d’oncogénes.

a- Génes suppresseurs de tumeurs

Les genes suppresseurs de tumeur peuvent étre divisés en 3 groupes. Les garants de la stabi-
lité du génome (tels que TP53, BRCM/2), les inhibiteurs de la croissance cellulaire (tels que
RB, PTEN) et les modulateurs du microenvironnement tumoral (tel que CDH1). Dans cette

partie, nous présenterons les genes plus fréguemment mutés dans le cancer du sein.
e RB

Le géne RB est le premier géne suppresseur de tumeur identifié a I'origine dans le rétino-
blastome. Des études ultérieures ont mis en évidence la perte d’hétérozygotie, des muta-
tions et une diminution de I'expression de RB dans différents cancers humain (Lai et al.,
2012). La protéine RB intervient dans le controle de la transition G1/S du cycle cellulaire.
Une expression aberrante de RB a été démontrée dans 20-30% des cancers du sein. La perte
de fonction de cette protéine compromet les points clefs du cycle cellulaire, contribuant

ainsi a une prolifération cellulaire anarchique (Sherr and McCormick, 2002).
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Les canaux mammaires normaux sont constitués de la membrane de
base et d’une couche intérieure épithéliale luminale sur une couche
externe de cellules myoépithéliales. Les cellules qui composent le stroma
comprennent divers types de cellules tels que les leucocytes, fibroblastes,

myofibroblastes, cellules endothéliales.
"

Hyperplasie : Correspond a une prolifération des cellules
épithéliales des canaux galactophores ou du lobule
mammaire, liée a des modifications génétiques.

Normal — . . )
Hyperplasie atypique : Les cellules continuent le processus de

modification histologique et la prolifération. Ce stade est noté
comme deslésions précancéreuses.
L]

v

Le carcinome in situ : Les cellules épithéliales cancéreuses proliferent
uniquement au niveau local, dans la lumiére des canaux, sans franchir la
membrane basale. Les cellules myoépithéliales présentent des
altérations épigénétiques et phénotypiques et leur nombre diminue,
par contre le nombre de fibroblastes, de myofibroblastes, de
lymphocytes et de cellules endothéliales augmente pendant la
progression de la tumeur.

v

Carcinome ductal invasif : cette étape est caractérisée par la perte des
cellules myoépithéliales et l'intégralité de la membrane basale qui
permetaux cellulestumorales d’envahir les tissus conjonctifs.

‘lll

Les métastases : les cellules néoplasiques essaiment a partir de la
tumeur primaire via les voies lymphatiques ou sanguines et colonisent
ainsiun ou des organes distants.

Métastases
Oleucocyte  =>Cellule myoépithéliale @) Cellule d’organe distant ~ ~=======.. Cellule endothéliale
—<=Fibroblaste @ Cellule épithéliale <= Myofibroblaste
luminale

Figure 17 : Les différentes étapes de la cancérisation dans le cas d’un carcinome canalaire
mammaire (Adapté de Polyak and Kalluri, 2010).
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e TP53

TP53 est un autre geéne suppresseur de tumeurs, communément muté dans le cancer du sein
(25 % des tumeurs mammaires). En particulier, la mutation de TP53 est exceptionnellement
fréquente dans un cancer triple négatif et associée a un mauvais pronostic de survie des pa-
tientes (Olivier et al., 2006). La protéine P53 joue un rdle dans le contréle du cycle cellulaire,
la réparation des lésions moléculaires ou encore I'induction de I'apoptose. La protéine P53
est inhibée par la protéine NDM2 par interaction protéine-protéine, et par la E3 ubiquitine
ligase spécifique de P53 qui induit son ubiquitinylation puis sa dégradation protéasomale
(Levine and Oren, 2009). L’'inactivation de P53 induit une augmentation de la prolifération et
de la probabilité de transformation maligne des cellules mammaires en raison d’'une défi-
cience dans le processus apoptotique. De plus, il a été montré que la mutation de TP53 est

associée a une résistance a la chimiothérapie (Bertheau et al., 2008).
e PTEN

La protéine PTEN (Phosphatase and TENsin homolog) participe a la régulation du cycle de
division cellulaire en déphosphorylant les phosphatidyl-inositol triphosphates (PIP3).
L'absence de PTEN entraine une réduction de déphosphorylation du PIP3 en PIP2.
L’augmentation du niveau de PIP3 induit la prolifération des cellules et la migration des cel-
lules par I'activation constitutive des protéines Akt (Lai et al., 2012). De plus, les patientes
atteintes d’un cancer du sein HER2+ et déficientes en PTEN présentent une faible réponse au
Trastuzumab par rapport aux patientes avec une expression normale de PTEN (Nagata et al.,

2004).

e BRCA1/BRCA2

La protéine BRCA joue un role important dans la réparation des cassures de ’ADN double
brin par recombinaison homologue. La majorité des cancers du sein présentant une muta-
tion germinale de BRCA1 présente un phénotype triple-négatif. Des stratégies thérapeu-
tigues bloquant les mécanismes de réparation de I’ADN sont développés. Par exemple,
I’'Olaparib qui est un inhibiteur de poly-(ADP-ribose)-polymérase (PARP1) est une enzyme
impliquée dans la réparation des cassures de I’ADN simple brin. En I'absence de PARP1, les

cassures « simple brin » deviennent « double brin » et ces derniéres ne sont pas réparées en
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présence d’'une déficience BRCA1, avec pour conséquence un arrét de la réplication (Bun-

dred et al., 2013).

b- Activation d’oncogéne

Les protéines codées par les oncogenes stimulent a la fois la prolifération, la survie,
I'invasion et la migration des cellules cancéreuses. Ce sont des facteurs de croissance
(HGF/FS), des récepteurs aux facteurs de croissance (EGFR, c-Met), des protéines de voies de
signalisation (Ras, Src), des acteurs de la survie cellulaire (Bcl-2), des régulateurs du cycle
cellulaire (cycline D1, cdk) ou encore des facteurs de transcription (c-Myc, Rel). Dans le can-

cer du sein, les oncogénes sont principalement activés par I'amplification génique.
e c-ERBB2

CERBB2 est un gene amplifié dans le cancer du sein. Le récepteur transmembranaire ERBB2
est impliqué dans I'activation des voies de signalisation Ras/MAPK et PI3K/Akt qui condui-
sent a une division cellulaire. La sur-expression du récepteur ERBB2 intervient dans 25 a 30
% des cas de cancer du sein. La sur-expression de ce récepteur induit sa dimérisation et sa
transphosphorylation constitutive, puis favorise la prolifération et la formation de la tumeur
primaire ainsi qu’une résistance aux traitements hormonaux et a la chimiothérapie (Owens
et al., 2004, Sergina and Moasser, 2007). Donc, par son implication dans la tumorigenése, le
récepteur HER2 constitue une cible de premier intérét dans la thérapie anticancéreuse. Le
Trastuzumab est un anticorps monoclonal recommandé comme traitement de premiere
ligne pour des patientes avec des tumeurs métastatiques HER2". Ce traitement peut étre
utilisé seul ou en combinaison avec I’hormono-thérapie ou la chimiothérapie. Par contre,
cette thérapie peut étre limitée pour cause d’intolérance. Par exemple, un disfonctionne-
ment cardiaque a été reporté chez 27 % des patientes. Afin d’améliorer les traitements, de

nouveaux agents sont en cours d’essais cliniques (Awada et al., 2012) (Fig. 18).
e MYC
MYC est un facteur de transcription impliqué dans la prolifération cellulaire, la différencia-

tion, la survie et I'apoptose. MYC est amplifié par duplication dans environ 20 % des cancers
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du sein. Le gene suppresseur de tumeurs BRCA1 inhibe I'activité transcriptionnelle de MYC,
donc la perte de BRCA accompagnée d’une sur-expression de MYC provoque le développe-

ment de cancer de type basal (Xu et al., 2010).

A-Trastuzumab B- Pertuzumab
C-T-DMI e D-MM-III

E- Lapatimib
F- Neratinib, BIBN-2992

Figure 18 : Approches thérapeutiques visant a inhiber la croissance tumorale mammaire en ciblant
la signalisation du récepteur HER2.

A : ’anticorps Trastuzumab se lie directement au domaine IV de la partie extracellulaire du récep-
teur. B : Pertuzumab : Anticorps monoclonal qui se lie a un site différent du Transtuzumab. |l bloque
la dimérisation du récepteur par la fixation au domaine Il. C : T-DMI : anticorps conjugué a une
drogue, le T-DMI est constitué de I'anticorps monoclonal Trastuzumab, lié a un agent cytotoxique, la
mertansine. D : MM-III : Nouvel anticorps monoclonal qui empéche la dimérisation des récepteurs. E
: Lapatimib : Inhibiteur intracellulaire des domaines tyrosine kinase de HER1 et HER2, qui conduisent
a l'inhibition des voies de signalisation qui controlent la prolifération cellulaire. F : Neratinib et BIBN-
2992 (Afatinib) : Autres inhibiteurs a activité tyrosine kinase des récepteurs HER1, HER2 et HER4
pour Neratinib, et de HER1 et HER2 pour BIBN-2992.

e CCDN1

Le gene CCDN1 (PRDA1) code pour la cycline D1 qui régule le passage G1/S et G2/M du cycle
cellulaire. La cycline D1 est sur-exprimée dans 50% des carcinomes mammaires, en présence
ou en I'absence d’amplification génique. Il a été montré que le gene CCDN1 est positivement
régulé par I'cestradiol. A la différence de MYC qui posséde des éléments de réponse aux oes-
trogenes sur son promoteur, la régulation de CCDN1 par |'cestradiol semble se faire indé-

pendamment des récepteurs aux cestrogénes (Roy and Thompson, 2006).
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4- Régulation épigénétique

La progression du cancer du sein est le résultat d’accumulation d’anomalies génétiques cor-
respondant a I'activation des oncogenes et l'inactivation des génes suppresseurs de tu-
meurs. Il a été montré récemment que des modifications épigénétiques peuvent également
conduire a une instabilité chromosomique et a des réarrangements responsables de la carci-
nogenése. Les modifications épigénétiques sont des altérations de I'expression des génes
dues principalement a des modifications de I'acétylation des histones et de la méthylation
de I’ADN au niveau des régions promotrices des genes. Ces altérations ne sont pas dues a
des modifications de la séquence des nucléotides dans les génes (Connolly and Stearns,

2012).

a- Méthylation de I’ADN

La méthylation de I’ADN est effectuée par des ADN méthyl-transférases (DNMTS) qui ajou-
tent un groupement méthyl (-CH3) au cycle pyrimidine de la cytosine pour former la méthyl-
cytosine. La méthylation est effectuée sur la cytosine qui précéde une guanine dans une sé-
quence d’ADN appelée ilot CpG. Ce processus joue un roOle important dans
I’hyperméthylation des genes suppresseurs de tumeurs (Herman and Baylin, 2003). Les
génes hyperméthylés dans le cancer du sein peuvent étre impliqués dans l'apoptose
(RASSF1A, HOXAS5, TNIST1), le controle de prolifération cellulaire (CCND2, p16, BRCA1,
RARP), la croissance (Era, PGR), ou I'invasion (CDH1). Il est intéressant de noter que le géene
ESR1 codant pour le récepteur a aux cestrogénes (ERa), possede des ilots CpG au sein de son
promoteur. Alors que ces ilots ne sont pas méthylés dans les tissus normaux et faiblement
dans les tumeurs ER/PR" (& 35%), il a été montré que 100% des tumeurs ER/PR” et 70% des
tumeurs ER"/PR” sont méthylées au niveau du promoteur du géne ESR1 (Lapidus et al.,
1998). De plus, des études sur la lignée cellulaire du cancer du sein montre que la méthyla-
tion du promoteur pour I'ESR est associée avec la diminution d’expression des ARNm et pro-
téines ERa, et un traitement de déméthylation induit la transcription du géne ERa (Yoshida
et al., 2000). Dans ce contexte, des inhibiteurs des enzymes impliquées dans la méthylation
des genes ESR1 et PR, comme la 5-azacytidine, sont en cours d’essais cliniques chez des pa-

tientes atteintes de cancer du sein.
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b- Hypo-acétylation

L'hypo-acétylation des histones consiste en I’élimination d’un groupement acétyl par les
« histone déacétylases » HDAC, conduisant a la répression transcriptionnelle de génes. Au
cours de la carcinogenese mammaire, une réduction de 'acétylation des histones et une
expression aberrante d’HDAC ont été observées (Connolly and Stearns, 2012). Depuis
guelgues années, 11 différentes HDACs ont été identifiées. La sur-expression des HDACs
peut provoquer |I’"hypo-acétylation des histones (H4, H3, H2A, H2B) mais également des pro-
téines non-histones (a-tubuline, p53) (Suzuki et al., 2009). Les études présentées par Suzuki
et collaborateurs ont montré que la diminution de la forme acétylée de I'histone H4 est as-
sociée avec la transition de la forme normale de I'épithélium vers le DCIS (Suzuki et al.,
2009). Enfin, plusieurs inhibiteurs des HDAC ont été développés, comme par exemple l'acide
subéroylanilide hydroxamique (SAHA ou vorinostat) qui est en cours d’études cliniques et

montre des résultats prometteurs (Connolly and Stearns, 2012).

5- Invasion et métastases

La métastase est un processus complexe a étapes successives qui fait intervenir une série
d’interactions dynamiques entre les cellules tumorales et les cellules hotes, ce qui permet
aux cellules tumorales de quitter le site primaire et d’établir une lésion distante (Eckhardt et
al., 2012). Dans le processus métastatique, on peut distinguer plusieurs étapes ol chaque
étape est associée avec une altération génétique spécifique. Trois classes de genes impliqués
dans le processus métastatique ont été identifiées : les genes initiateurs de la métastase, les
génes de la dissémination et ceux impliqués dans la colonisation spécifique des tissus

(Nguyen et al., 2009).

a- Les genes d’initiation du processus métastatique

Les genes qui sont impliqués dans la premiere étape de métastase sont exprimés dans les
cellules cancéreuses mais également dans les cellules myoépithéliales, fibroblastiques, endo-

théliales et immunitaires. Ces genes permettent aux cellules de proliférer de facon illimitée,
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de franchir la membrane basale et d’envahir le stroma sous-jacent. Ensuite, ils favorisent la
transition épithélium-mésenchyme (EMT), la migration et I'invasion cellulaire. L’étape initiale
est la diminution des interactions cellules-cellules, qui vont par contre interagir avec la ma-
trice extracellulaire. Il a été montré que les protéines impliquées dans le maintien des jonc-
tions cellules-cellules comme la E-cadhérine sont impliquées dans ce processus, la diminu-
tion de leur expression étant associée avec les métastases du cancer du sein (Scully et al.,
2012). Dans ce contexte, il a été montré que la sur-expression du facteur de transcription
Twist 1 codé par le gene TWIST1, induit la répression transcriptionnelle du géne de la E-

cadhérine (Yang et al., 2004).

b- Les génes impliqués dans la dissémination

La dissémination des cellules cancéreuses est une étape incluant I'intravasation et la survie
des cellules cancéreuses dans le systeme de circulation (vaisseaux lymphatiques ou san-
guins) et I'extravasation depuis le vaisseau jusqu’aux tissus d’organes distants. Le gene KA/1
(CD82) codant pour un membre de la famille des tétraspanines est un suppresseur de la
croissance des tumeurs et des métastases. Les données d’expression de ce gene par mi-
croarray montrent que le niveau d’expression du géne KAI1 est associé avec le processus de
métastase, et que la perte de son expression favorise la dissémination tumorale (Christgen
et al., 2009). D’autres génes comme COX2 (Cyclo-oxygénase), MMP1 et MMP2 (métallopro-
téases) sont nécessaires pour favoriser I'extravasation des cellules cancéreuses (Nguyen et

al., 2009).

c- Les genes impliqués dans la colonisation spécifique des tissus

La derniere étape de la formation des métastases est I'attachement au niveau des cellules
endothéliales vasculaires et I'extravasation depuis les vaisseaux jusqu’au tissus. Plusieurs
études récentes ont montré que I'expression de certains genes est associée avec la métas-
tase spécifique vers certains organes. Des études de microarrays ont mis en évidence trois
groupes de génes responsables de métastases dans les os, les poumons et le cerveau (Lorus-

so and Riegg, 2012) (Fig. 19).
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Colonisation du cerveau

ST6GALNACS
COxX2

HBEGF
AGPTL4

—Génesimpliqués dansles
métastases cérébrales

Ccox2
MMP1
MMP2
AGPTL4
ERP5
MTDH
TNC

OPN —Geénesimpliquésdansles

D1 métastases pulmonaires
TNC

KLF17
CCL5
CXCL12
CcCL21
LOX

IL11

CTGF
MMP1
ADAMTS1
JAGGED1
SRC +Genesimpliqués dansles
NF-KB métastases osseuses
CXCR4
OPN
PTHLH
VCAM1

Figure 19 : Génes impliqués dans les métastases organe-spécifiques du cancer du sein, dans les os,
le poumon et le cerveau. Dans le cas d’'une métastase, les cellules cancéreuses essaiment a partir de
la tumeur primaire via la circulation sanguine et infiltrent des organes distants par I'acquisition de
propriétés particulieres. En effet, la structure fenétrée des capillaires sinusoides de la moélle osseuse
est plus permissive a I'extravasation des cellules cancéreuses que les capillaires continus des capil-
laires pulmonaires. Les capillaires cérébraux sont beaucoup plus difficiles a pénétrer, en raison de la
structure particuliére de la barriere hémato-encéphalique (Adapté de Lorusso and Riegg, 2012).

. Génes impliqués dans les métastases cérébrales

Les métastases cérébrales affectent environ 10-15% des patientes atteintes de cancer du
sein au stade métastatique. Le processus de métastase dans les tissus cérébraux nécessite
un phénomeéne d’extravasation au niveau des capillaires c’est-a-dire le passage spécifique au
travers de la barriere hémato-encéphalique (Bos et al., 2009). L’analyse de |'expression gé-
nique des cellules qui présentent un grand potentiel métastatique révele I'existence d’une
signature des métastases cérébrales. Dix-sept genes sont associés avec les métastases céré-

brales chez des patientes atteintes de cancer du sein. Dans ce groupe, certains génes comme
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COX2 (cyclo-oxygénase), ANGPTL4 (Angioprotein like 4), HBEGF (Heparin-binding EGF-like
growth factor) favorisent I'extravasation pulmonaire (Bos et al., 2009). Par contre, le géne de
sialyltransférase STO6GALNACS impliqué dans la biosynthése des gangliosides a est exprimé
spécifiguement dans les cellules métastatiques cérébrales. La néo-expression de ce gene par
les cellules mammaires cancéreuses favorise 'adhérence de cellules au niveau des cellules
endothéliales cérébrales et leur passage au travers la membrane hémato-encéphalique (Bos
et al., 2009). Ces résultats ont montré que le processus de glycosylation des cellules joue un
role important dans le développement des métastases et la colonisation spécifique des or-

ganes.

6- Les cellules souches de cancer du sein

Une cellule souche (CS) est définie comme une cellule indifférenciée se caractérisant par la
capacité a engendrer des cellules spécialisées par différenciation cellulaire et a se maintenir
par auto-renouvellement. Les différents types de cellules souches rencontrées au cours du
développement et chez I'adulte sont a I'origine de toutes les cellules de I'organisme et per-
mettent le renouvellement de certains tissus chez I'adulte. Il existe des points communs
entre les cellules souches somatiques et les cellules initiatrices de tumeurs ou cellules
souches de cancer. Les deux types de cellules possédent la capacité de se renouveler de fa-
con illimitée. Les cellules souches de cancer correspondent a une petite population qui
donne naissance a de nombreuses cellules tumorales. De plus, ces cellules sont souvent ré-
sistantes aux thérapies anti-tumorales conventionnelles (radiothérapie, chimiothérapie). Les
cellules souches de cancer du sein (BCSC : Breast Cancer Stem Cell) sont caractérisées par
une forte expression de CD44 (CD44") et une faible expression de CD24 (CD24'/'°W) et expri-
ment fortement I'aldéhyde déshydrogénase (ALDH). De plus, les voies de signalisation telles
gue les voies Wnt, Notch, Hedgehog et du TGF-B sont spécifiguement activées dans les
BCSC. Il a également été montré que les phénotypes CD44+/CD28-/low et ALDH1 sont asso-
ciés avec les sous-types moléculaires « basal-like », un grade de tumeur élevé et un mauvais
pronostic (Bane et al., 2013). Enfin, de récentes études présentées par Battula et collabora-
teurs montrent que le ganglioside Gp, est impliqué dans la formation des mammosphéres.

Ces cellules expriment également CD44 et présentent une faible expression de CD28. Le Gp;
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est donc considéré comme un nouveau marqueur spécifique des BCSC (Battula et al., 2012).
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VIl. Contexte de la thése

1. Modele cellulaire MDA-MB-231 GD3S+

Les études menées dans notre laboratoire ont montré les effets de la sur-expression de la
GD3 synthétase sur les propriétés des cellules cancéreuses mammaires MDA-MB-231. Cette
lignée cellulaire, ainsi que d’autres lignées cellulaires de sein (MCF-7, T47-D, BT-20), pré-
sente un profil d’expression de gangliosides limité. Les gangliosides principalement observés
a la surface des cellules MDA-MB-231 sont des gangliosides de la série a- (Gms, Gwmz, Gwm1), le
ganglioside majeur étant le Gy,. Les gangliosides complexes des séries b- et c- n’ont été dé-
tectés dans aucune des lignées cancéreuses mammaires testées. Ce profil d’expression est
corrélé avec I'expression transcriptionnelle des glycosyltransférases impliquées dans leur
biosynthese. Dans les cellules MDA-MB-231, le taux d’ARNm codant la GM3 synthétase est
élevé, alors que celui de la GD3 synthétase est tres faible. Aurélie Cazet et collaborateurs ont
créé un modele cellulaire dérivé des cellules MDA-MB-231 (de type « claudin low »), trans-
fectées stablement par un vecteur codant la GD3S. Deux clones de cellules MDA-MB-231
GD3S+ ont été obtenus par sélection clonale. Contrairement aux cellules contréles, les
clones de cellules MDA-MB-231 GD3S+ expriment des gangliosides de la série b- (Gpz et Gp,)
ainsi que des gangliosides de la série c- (Gt3) (Cazet et al., 2009). L’analyse des glycolipides
de ces clones par spectrométrie de masse a montré que le Gp, était le ganglioside majoritai-
rement exprimé (Cazet et al., 2012). Le changement de profil des GSLs acides dans les clones
est associé a une prolifération et une migration accrues des cellules MDA-MB-231 GD3S+
dans des conditions de sevrage (Cazet et al., 2009). L’agressivité accrue de ces cellules a éga-
lement été démontrée in vivo lors d’expériences chez des souris immunodéprimées. Des
tumeurs primaires palpables apparaissent au bout d’une semaine lorsque les souris ont été
inoculées avec les clones d’intérét, alors qu’elles n"apparaissent qu’au bout de 4 semaines
pour des cellules MDA-MB-231 contrbles (Cazet et al., 2010). Des analyses du profil
d’expression de récepteurs a activité tyrosine kinase par phospho-array et par Western-
blotting ont montré que les cellules MDA-MB-231 GD3S+ présentent une activation constitu-
tive et spécifique du récepteur c-Met, en 'absence de son ligand HGF/SF et une activation

des voies de signalisation intracellulaires MEK/ERK et PI3K/AKT, ce qui pourrait expliquer
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leur phénotype particulier (Fig. 20) (Cazet et al., 2010). De plus, des expériences de compéti-
tion a I'aide d’un anticorps dirigé contre la partie saccharidique du Gp, permettent d’inhiber
la prolifération des cellules MDA-MB-231 GD3S+, alors que l'incubation avec un anticorps

anti-Gps n’a aucun effet.

Ces résultats suggerent que la structure oligosaccharidique du Gp, est essentielle dans la

spécificité d’activation du récepteur c-Met, indépendamment de son ligand HGF.

Gle

Pas d’HGF

bl

‘.~’ Activation ¢ ¥
hE dec-Met . (MERT)eers »(ERK1/2) - .
%2 ﬁ ........... ‘¢ Augmentation
I

de prolifération
¥ et migration

OO0 O0OH0000V0000OO000

Membrane cellulaire

Pas d’activation c-Met i
Pasde prolifération en

condition de sevrage

Pas d’activation
c-Met

Figure 20 : Modele de I'activation du récepteur c-Met par le ganglioside Gp, dans les cellules de
cancer du sein MDA-MB-231 sur-exprimant la GD3S. Par un mécanisme encore inconnu, la présence
de Gp, a la surface des cellules MDA-MB-231 GD3S+ induit I'activation du récepteur c-Met, en
I’'absence d’HGF. L’activation des voies de signalisation MEK/ERK et PI3K/Akt induit une augmenta-
tion de la prolifération et de la migration des cellules GD3S+. L'incubation des cellules MDA-MB-231
GD3S+ avec un anticorps anti-Gp, a montré une forte diminution de la prolifération et de I’activation
de c-Met, indiquant clairement le réle de la partie oligosaccharidique du Gp, dans I'activation de c-
Met en I'absence de son ligand.

VIII. Objectifs de these

De nombreuses études montrent que les anomalies d’expression des gangliosides complexes
sont impliquées dans I'évolution des tumeurs. En parallele, notre équipe a montré les con-

séquences de I'expression de la GD3S sur la prolifération et migration des cellules cancé-
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reuses mammaires MDA-MB-231. Au vu des résultats obtenus sur ce modele cellulaire, il
nous est apparu important d’étudier les effets de I'expression de cette enzyme dans d’autres
lignées cellulaires afin de déterminer si le phénotype observé dans les cellules MDA-MB-231

GD3S+ pouvait étre généralisé.

1. Quel est I’effet de I’expression de la GD3 synthétase dans les cellules

MCF-7 ?

Notre choix s’est porté sur la lignée cellulaire de cancer du sein MCF-7 qui exprime le récep-
teur aux cestrogenes. Dans un premier temps, nous avons transfecté stablement les cellules
MCF-7 par le vecteur pcDNA3-ST8Sia | contenant la séquence d’ADNc de la GD3 synthétase
humaine. Ensuite, nous avons effectué une sélection clonale et nous avons caractérisé les
clones par des techniques de cytométrie de flux, qPCR, de microscopie confocale et de spec-

trométrie de masse.

Dans un second temps, en utilisant notre nouveau modele cellulaire MCF-7 GD3S+ qui pré-
sente une expression accrue des gangliosides des séries b (Gpip) et ¢ (Gt3) a la surface cellu-
laire par rapport aux cellules wild type (WT), nous avons effectué des expériences de prolifé-

ration et de migration.

2. La quantité de gangliosides peut-elle jouer un role dans le phénotype proli-

fératif des cellules MCF-7 ?

Les résultats obtenus par spectrométrie de masse ont montré que les cellules MCF-7 expri-
ment une proportion importante de globosides. Le LacCer étant le précurseur commun pour
les séries globo et ganglio, nous avons tenté d’augmenter la proportion de gangliosides en
transfectant stablement les cellules MCF-7 par le vecteur d’expression pcDNA-ST3Gal V. Le
géne ST3GAL5 code I'enzyme ST3Gal V ou GM3S catalysant la conversion du LacCer en Gy;s
qui est faiblement exprimé dans les cellules MCF-7. Ensuite, pour augmenter la proportion
des gangliosides des séries b et ¢, nous avons induit par transfection I'expression stable de la

GD3S dans les cellules MCF-7 GM3S".

Apres sélection clonale, nous avons caractérisé les clones par gPCR, cytométrie de flux, et

spectrométrie de masse. De plus, nous avons analysé les propriétés prolifératives de ces
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clones et nous avons analysé le profil de phosphorylation des récepteurs a activité tyrosine
kinase, afin de comparer les propriétés des cellules MCF-7 GD3S+ a celles des cellules MDA-

MB-231 GD3S+ caractérisées par Cazet et collaborateurs.

3. Quel est le mécanisme d’activation de c-Met par les gangliosides dans les

cellules MDA-MB-231 GD3S+ ?

En parallele, nous avons continué a travailler sur les cellules MDA-MB-231 GD3S+ afin
d’étudier le mécanisme d’activation de c-Met par le Gp,. Malheureusement, le modéle cellu-
laire créé par Cazet et collaborateurs ne présentait plus le méme phénotype, avec perte de
la prolifération en absence de sérum et de la phosphorylation constitutive de c-Met. Nous
avons donc exprimé la GD3S dans les cellules MDA-MB-231 et sélectionné des nouveaux
clones que nous avons analysés par gPCR et cytométrie de flux. Enfin, dans les nouveaux
clones obtenus, nous avons analysé le profil de phosphorylation des récepteurs a activité
tyrosine kinase et de kinases intracellulaires. Nous avons également analysé les propriétés
prolifératives et migratoires des nouveaux clones par les tests classiques de prolifération,

migration et blessure.
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Résultats

1. Effet de I’expression de la GD3 synthétase dans les cellules MCF-7

Les résultats présentés dans ce premier chapitre montrent les effets de I'expression de la
GD3S dans les cellules de cancer du sein MCF-7 de type « luminal A ». Pour analyser les con-
séquences de I'expression de la GD3S, nous avons tout d’abord exprimé stablement cette
enzyme dans les cellules MCF-7 qui présentent un tres faible niveau d’expression des trans-
crits de cette enzyme (Cazet et al., 2009). Aprés trois semaines de sélection en présence de
généticine, nous avons obtenu une population polyclonale de cellules résistantes. Cepen-
dant, les analyses en cytométrie de flux ont montré que cette population présentait un profil
d’expression des gangliosides tres hétérogéne. Nous avons donc effectué une sélection clo-
nale et sélectionné 43 clones qui ont été caractérisés par qPCR, cytométrie de flux, et mi-
croscopie confocale. Nous présentons ici les deux clones sur-exprimant le Gpy, et le Grz a la
surface cellulaire. L’expression des gangliosides des séries b et c- s’Taccompagne d’une dimi-
nution de I'expression des gangliosides de la série a, tels que le Gy, et le Gy:. Nous avons
analysé les effets de I'expression de la GD3S sur la prolifération et la migration des cellules
MCF-7 et démontré que les clones MCF-7 GD3S+ présentent une augmentation de migration

sans modification de la prolifération.

L'analyse de la composition des gangliosides dans les clones MCF7 GD3S+ par spectrométrie
de masse confirme que le Gpy, est le ganglioside majoritairement exprimé dans les cellules
MCF-7. De plus, nous avons montré que ces cellules expriment une quantité importante de
globosides par rapport aux cellules MDA-MB-231 GD3S+. Ces résultats montrent que la sur-
expression de la GD3S induit un changement de profil des gangliosides dans les deux lignées
cancéreuses mammaires testées; par contre, le phénotype induit par I'expression de la
GD3S est dépendant de la lignée cellulaire. Ces résultats ont été publiés en 2012 dans les

Comptes Rendus de Chimie.
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expression among estrogen receptor (ER) negative breast tumors. We previously showed
that GD3S expression in MDA-MB-231 breast cancer cells induces the expression of Gp,
and increased cell proliferation and migration via a Gpy-dependent activation of c-Met
receptor. Here, we show that in ER-positive MCF-7 breast cancer cells, GD3S expression
resulted in an increase of Gpip, Which was associated with a decrease of Gy1. and Gypo.
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C-Met Meanwhile, GD3S expressing MCF-7 cells exhibited an increased migration without any

MCF-7 modification of proliferation rate. Therefore, GD3S expression can result in different
modifications of both ganglioside profiles and cell phenotypes depending on breast cell
types.

© 2011 Académie des sciences. Published by Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

RESUME

Les gangliosides des séries b- et c- sont surexprimés dans différents cancers d’origine
neuro-ectodermique, dont le cancer du sein. Il a été montré que le ganglioside Gps est
surexprimé dans environ 50 % des carcinomes canalaires infiltrants et le géne de la
Gps synthétase (GD3S) est surexprimé dans les tumeurs estrogéne-récepteur négatives.
Nous avons précédemment démontré que I'expression de la GD3S dans les cellules
cancéreuses mammaires MDA-MB-231 induisait I'expression du Gp, et augmentait la
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zolium; PBS, Phosphate Buffered Saline; PI3K, Phosphoinositide-3 Kinase; PR, Progesterone Receptor; QPCR, Quantitative real-time Polymerase Chain
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prolifération et la migration cellulaires par I'activation Gp,-dépendante du récepteur c-
Met. Nous montrons ici que I'expression de la GD3S dans les cellules MCF-7 provoque une
accumulation du Gpip, associée a une diminution du Gy, et du Gyy,. Parallélement, les
cellules MCF-7 GD3S positives montrent une augmentation de migration sans
modification de la prolifération. Ce résultat montre que les modifications du profil
gangliosidique et du phénotype induites par I'expression de la GD3S sont dépendantes du

type cellulaire.

© 2011 Académie des sciences. Publié par Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.

1. Introduction

Gangliosides, the GSL carrying one or more sialic acid
residues, are essentially located in the outer part of the
plasma membrane in microdomains named ‘“glyco-
synapses”, where they can interact with transmembrane
receptors or signal transducers involved in cell prolifera-
tion and intracellular signaling [1,2].

GSL from ganglio-series are usually classified in four
series according to the presence of 0 to 3 sialic acid
residues linked to LacCer: [(3-Galp-(1—4)-B-Glcp-Cer
(LacCer, Gas). The transfer of sialic acid residues is
catalyzed in the Golgi apparatus by specific sialyltrans-
ferases (namely Gy3 synthase, GD3S and Gr3 synthase,
respectively) that exhibit a high specificity toward their
respective glycolipid substrates [3]. Thus, Gas3, Gus (-
Neup5Ac-(2—3)-B-Galp-(1—4)-B-Glcp-Cer), Gps (a-Neu-
p5Ac-(2—8)-a-Neup5Ac-(2—3)-3-Galp-(1—4)-B-Glcp-
Cer) and Grs (a-Neup5Ac-(2—8)-a-Neup5Ac-(2—8)-a-
Neup5Ac-(2—3)-B-Galp-(1—4)-B-Glcp-Cer) initiate O0-,
a-, b- and c-series gangliosides and the biosynthesis of
these compounds determines the relative proportion of
gangliosides in each series (Fig. 1). The steady state level of
membrane-associated gangliosides is therefore dependent
on the activity of corresponding sialyltransferases, and the
expression of b- and c- series gangliosides is strictly
controlled by ST8Sia I, also named GD3S. Afterwards,
further monosaccharides, including GalpNAc, Galp and
Neup5Ac, can be transferred in a stepwise manner by other
glycosyltransferases [4].

Normal human tissues usually express a-series gang-
liosides, mainly Gy1a2, Whereas complex gangliosides from
b- and c-series are essentially found during embryogene-
sis, in developing tissues and are mostly restricted to the
nervous system in adult [5]. Complex gangliosides
expression also increases in different pathological condi-
tions including cancers, such as melanoma [6], neuroblas-
toma [7], or small cell lung carcinoma [8]. In particular,
disialogangliosides (Gps and Gp;) play a key role in
proliferation and migration of neuro-ectoderm-derived
tumor cells [9] and are used as targets for development of
anti-cancer vaccines [10]. In breast cancer, Gpsz and 9-O-
acetyl-Gps are over-expressed in about 50% of invasive
ductal carcinoma [11] and ST8SIA1, the gene that encodes
GD3S, displays higher expression among ER negative
breast cancer tumors [12,13]. We have previously shown
that GD3S expression in the ER-negative MDA-MB-231
cells results in the accumulation of b- and c- series
gangliosides [14] and mass spectrometry analysis of
permethylated GSL has shown that Gp, is the main

© 2014 Tous droits réservés.

ganglioside expressed at the cell surface of MDA-MB-
231 GD3S+ clones (unpublished data). The expression of
Gpy is associated with an increased cell migration and
with a proliferative phenotype of MDA-MB-231 GD3S+
clones in absence of serum or exogenous growth factors
[14]. We have also shown that the proliferative capacities
of MDA-MB-231 GD3S+ clones in serum-free conditions
directly proceed from the specific and constitutive
activation of c-Met receptor and the downstream MEK/
ERK and PI3 K/Akt signaling pathways [15]. Moreover,
GD3S expression also stimulates primary tumor growth in
severe immunodeficient mice [15].Here, we describe the
effect of GD3S expression in MCF-7 cells, a usual model of
ER-positive breast cancer cells in culture. We show by
mass spectrometry that the MCF-7 GD3S+ cells accumu-
late di- and trisialogangliosides, mainly Gpi,. Moreover,
the MCF-7 GD3S+ clones showed an increased migration
without any change in proliferation compared to control
cells.

2. Material and methods
2.1. Antibodies and reagents

Anti-Gy3 GMR6 (mouse IgM) and anti-Gp, (mouse
IgG3) S220-51 mAbs were purchased from Seikagaku
Corp. (Tokyo, Japan). Anti-Gps R24 mAb was purchased
from AbCam (Cambridge, UK). Anti-Gp;p, GGR12 mAb
(mouse IgG2b) [16] was kindly provided by Pr. Ronald L.
Schnaar (Depart. of Pharmacology and Neuroscience, The
Johns Hopkins University School of Medicine, Baltimore,
USA). Anti-Gts3 A2B5 mAb [17] was kindly provided by
Pr. Jacques Portoukalian (Depart. of Transplantation and
Clinical Immunology, Claude Bernard University and
Edouard Herriot Hospital, Lyon, France). FITC-conjugated
cholera toxin B-subunit from Vibrio cholerae was from
Sigma-Aldrich (Lyon, France) and FITC-conjugated sheep
anti-mouse IgG was from GE Healthcare (Templemars,
France). Alexa Fluor 488 donkey anti-mouse IgG (H+L),
Alexa Fluor 488 donkey anti-mouse IgM and FITC-
conjugated anti-mouse IgM were purchased from
Molecular Probes (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Mouse
mADbD directed against the cytoplasmic region of human
c-Met was purchased from Invitrogen, and rabbit
polyclonal antibody against phosphorylated tyrosine
1234 and 1235 of the c-Met kinase domain was
purchased from Cell Signaling Technology (Danvers,
MA, USA). Anti-rabbit and anti-mouse IgG conjugated
with horseradish peroxidase were purchased from GE
Healthcare.
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Fig. 1. Biosynthesis of gangliosides. The action of ST3 Gal V (Gy3 synthase), ST8Sia [ (Gps synthase) and ST8Sia V (Grs synthase) leads to the biosynthesis of
the precursors of a-, b- and c-series gangliosides, respectively. The 0-series gangliosides are directly synthesized from lactosylceramide (Gas). Elongation is
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I, ST3 Gal Il and ST8Sia V). Cer: ceramide; LacCer: lactosylceramide.

2.2. Cell culture Cell Culture Collection. Cell culture reagents were pur-
chased from Lonza (Levallois-Perret, France). Cells were

The breast cancer cell line MCF-7 and the melanoma routinely grown in monolayer and maintained at 37 °C in
cell line SK-Mel 28 were obtained from the American Type an atmosphere of 5% CO,, in DMEM supplemented with
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10% FBS, 2 mM L-glutamine, and 100 units/mL penicillin-
streptomycin. MCF-7 control (empty vector transfected)
and MCF-7 GD3S+ clones #1 and #4 were cultured in the
presence of 1 mg/mL G418 (Invitrogen).

2.3. Stable transfection

The pcDNA3-GD3S expression vector encoding the full-
length human Gps synthase [18] was obtained from Pr. C.H.
Kim (Molecular and Cellular Glycobiology Unit, Depart-
ment of Biological Science, SungKyunKwan University,
Suwon, Korea). Transfections were performed by electro-
poration using the Nucleofection technology according to
Amaxa Biosystem protocol (Lonza). Briefly, 2 x 10° cells
were resuspended in 100 pl of Cell Line Nucleofector™
Solution V and cell suspension was mixed with 2 g of
pcDNA3 or pcDNA3-GD3S vector. The sample was
transferred into an electroporation cuvette and transfec-
tion was performed using the program E-014 according to
manufacturer’s instructions. After nucleofection, cells
were transferred into prewarmed complete DMEM medi-
um and maintained at 37 °C in an atmosphere of 5% CO,.
After 48 h, the transfected cells were cultured in the
presence of 1 mg/mL G418 (Invitrogen). After 21 days of
culture in the selective medium, individual G418-resistant
colonies were isolated by limit dilution. Two positive
clones (#1 and #4), expressing GD3S and complex
gangliosides, as determined by real-time PCR and flow
cytometry analysis, respectively, were used for further
study.

2.4. Extraction and preparation of glycolipids

20 dishes (10cm diameter) of cultured cells were
washed twice with ice-cold PBS and cells were scraped and
homogenized. Cells were suspended in 200 L of water
and sonicated on ice. The resulting material was dried
under vacuum and sequentially extracted by CHCl3/CH3;0H
(2:1, v/v), CHCl3/CH30H (1:1, v/v) and CHCl3/CH30H/H,0
(1:2:0.8, v/v/v). Supernatants were pooled, dried and
subjected to a mild saponification in 0.1M NaOH in
CHCI5/CH30H (1:1) at 37 °C for 2 h and then evaporated to
dryness [19]. Samples were reconstituted in CH30OH/H,0
(1:1, v/v) and applied to a reverse phase C;g cartridge
(Waters, Milford, MA) equilibrated in the same solvent.
After washing with CH3;O0H/H,O (1:1, v/v), GSLs were
eluted by CH5;0H, CHCI5/CH30H (1:1, v/v) and CHCls/
CH50H (2:1, v/v).

2.5. Mass spectrometry analysis of GSL

Prior to mass spectrometry analysis, GSL were per-
methylated according to Ciucanu and Kerek [20]. Briefly,
compounds were incubated 2 h in a suspension of 200 mg/
mL NaOH in dry DMSO (300 pL) and CHsl (200 pL). The
methylated derivatives were extracted in CHCl; and
washed several times with water. The reagents were
evaporated and the sample was dissolved in CHCls in the
appropriate dilution. MALDI-MS and MS/MS analyses of
permethylated GSL were performed on 4800 Proteomics
Analyzer (Applied Biosystems, Framingham, MA, USA)
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mass spectrometer, operated in the reflectron mode. For
MS acquisition, 5 pL of diluted permethylated samples in
CHCl; were mixed with 5 pL of 2,5-dihydroxybenzoic acid
matrix solution (10 mg/mL dissolved in CHCI3/CH30H (1:1,
v/v)). The mixtures (2 wL) were then spotted on the target
plate and air-dried. MS survey data comprises a total of 50
subspectra of 1500 laser shots. Peaks observed in the MS
spectra were selected for further MS/MS. CID MS/MS data
comprises a total of 100 subspectra of 3000 laser shots.
Two or more spectra can be combined postacquisition with
mass tolerance set at 0.1 Da to improve S/N ratio. The
potential difference between the source acceleration
voltage and the collision cell was set to 1kV and argon
was used as collision gas.

2.6. Analysis of cell surface ganglioside by flow cytometry

Cells were washed in cold PBS and detached by EDTA
4 mM. Cells were incubated at 4 °C during 1 h with anti-
ganglioside mAbs: anti-Gy3 GMR6 (1:75), anti-Gpz R24
(1:100), anti-Gp, S220-51 (1:100), anti-Gp;, GGR12
(1:100) and anti-Gt3 A2B5 (1:10), diluted in PBS containing
0.5% PBS-BSA (Sigma-Aldrich). After washing with PBS-
BSA, cells were incubated on ice during 1h with FITC-
conjugated anti-mouse IgM or IgG. To analyze Gmia
expression, cells were incubated with a FITC-conjugated
cholera toxin B-subunit (1:1000). Control experiments
were performed using secondary antibody alone. Cells
were analyzed by flow cytometry (FACScalibur, Becton
Dickinson).

2.7. Analysis of ganglioside by confocal microscopy

Cells were cultured on glass coverslips in DMEM
supplemented with 10% FBS. After 24 h, cells were washed
twice in PBS and fixed in 4% paraformaldehyde (Sigma-
Aldrich) for 20 min at room temperature. After washing
with PBS, cells were blocked in PBS-BSA 0.2% for 30 min.
Cells were incubated for 1h at room temperature with
anti-Gps R24 (1:100), anti-Gp, S220-51 (1:100), anti-Gpp
GGR12 (1:100) and anti-Gr3 A2B5 (1:10), diluted in PBS-
BSA. Cells were then washed three times in PBS-BSA and
incubated with Alexa Fluor®™ 488 anti-IgG or anti-IgM (1 h
at room temperature; dilution 1:2000 in PBS-BSA). After
three washes in PBS-BSA, PBS and deionised water, cells
were mounted in Mowiol. Stained slides were examined
under a Leica SP5 spectral microscope (IRI CNRS USR 3078,
Villeneuve d’Ascq, France) with a 63X oil immersion lens at
room temperature. Data were therefore collected using the
LAS 6000 AF software.

2.8. Quantitative real-time-PCR (QPCR) analysis of Gps
synthase

Total RNA was extracted using the Nucleospin RNA II kit
(Macherey Nagel, Hoerdt, France), quantified using a
NanoDrop spectrophotometer (Thermo Scientifics, Wil-
mington, USA) and the purity of the preparation was
checked by ratio of the absorbance at 260 and 280 nm. The
cDNA was synthesized using 2 g of RNA (GE Healthcare).
PCR primers for GD3S and HPRT were previously described
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[14,21] and synthesized by Eurogentec (Seraing,
Belgium). PCR reactions (25 L) were performed using
2X SYBR®™ Green Universal QPCR Master Mix (Stratagene,
Amsterdam, The Netherlands), with 2 L of cDNA solution
and 300nM final concentration of each primer. PCR
conditions were as follows: 95 °C for 30s, 51 °C for 45,
72°C for 30s (40 cycles). Assays were performed in
triplicate and GD3S transcript expression level was
normalized to HPRT using the 2-2A¢t method described
by Livak and Schmittgen [22]. Serial dilutions of the
appropriate positive control cDNA sample were used to
create standard curves for relative quantification and
negative control reactions were performed by replacing
cDNA templates by sterile water.

2.9. Proliferation assays

Control and clones cells (2 x 10®) were seeded in 96-
well plates (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA)
and grown in DMEM containing 5, 1, 0.5% FBS, or in FBS-
free medium. Cell growth was analyzed at different times
using the MTS reagent (Promega, Charbonniéres-les-Bains,
France) according to the manufacturer’s instructions.

2.10. Cell migration analysis

Cells (5 x 10*) were seeded in the upper surface of
Transwell 12 plates (BD Biosciences, Le-Pont-de-Claix,
France) and cultured for 24h in 10% FBS-containing
medium. After incubation, cells were fixed in 4% paraform-
aldehyde (20 min at room temperature) and stained with
Hoescht 33528 (Sigma-Aldrich) during 20 min in the dark
at room temperature. Then, the upper chamber of the
well’s porous membrane was removed by scraping with a
cotton swab and washed several times with PBS. The
membrane was mounted on slide with Glycergel mounting
medium (Dako, Trappes, France). The migrating cells were
counted on the overall membranes under x 200 magnifi-
cation and the mean number of cells was evaluated in
three independent experiments.

2.11. Immunodetection of c-Met and phospho-c-Met

Cell pellets were treated with lysis buffer (150 mM
NaCl, 50 mM Tris-HCl [pH 7.5], 1% Triton X-100, 1 mM
sodium orthovanadate, and protease inhibitor cocktail
tablet). The supernatants were assessed for protein
concentration using the Bio-Rad DC protein assay kit II
One hundred microgram of total proteins were subjected
to SDS-PAGE and transferred onto a nitrocellulose mem-
brane. Membranes were saturated in TBS containing 5%
BSA and 0.05% Tween-20. Membranes were then incubated
with blocking buffer (0.2% casein, 0.1% Tween-20 in PBS)
for 1h and probed for 1h at room temperature with
appropriate antibodies diluted in blocking buffer according
to the manufacturer’s recommendations. After washing in
PBS-Tween 0.2%, immune complexes were detected with
specific secondary antiserum conjugated with alkaline
phosphatase followed by an enhanced chemiluminescence
detection system (Amersham ECL Western Blotting
Detection Reagents).
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2.12. Statistical analyses

Student’s t-test was used for statistical analysis.
p < 0.05 was considered as statistically significant.

3. Results
3.1. Establishment of GD3S+ MCF-7 breast cancer cells

MCEF-7 cells were transfected with the pcDNA3-GD3S
expression vector containing the full-length cDNA of
human GD3S or the empty pcDNA3 vector as control.
Transfected cells were cultured 21 days in the presence of
1 mg/mL G418. As previously shown [14], QPCR analysis of
GD3S expression (Fig. 2A) indicates that GD3S mRNA is
expressed at a very low level in wild-type and control
(empty vector transfected) MCF-7 cells compared to SK-
Mel 28 melanoma cells used as positive control for GD3S
expression [23]. Meanwhile, GD3S expression was signifi-
cantly increased in pcDNA3-GD3S transfected MCF-7 cell
population. Flow cytometry analysis of gangliosides in
both control and pcDNA3-GD3S transfected cells shows
that GD3S stable transfectants do not expressed Gps or Gp,
and only a low percentage of cells (about 15%) expresses
Gp1p concomitantly with a decrease of Gy, expression, a
larger proportion of cells being recognized by the anti-Gr3
A2B5 mAb (Fig. 2B).

Given the fact that the pcDNA3-GD3S transfected cell
population was heterogenous, individual G418-resistant
colonies were isolated by limiting dilution cloning. Forty-
three different clones were obtained and analyzed for the
expression of GD3S and gangliosides. Positive clones for
Gpip and Grs expression were selected and two of them,
clones #1 and #4, were used for this study. The pattern of
gangliosides was monitored in the two clones by flow
cytometry using different anti-ganglioside mAbs. As
shown in Fig. 3A, the two selected clones expressed high
levels of Gpip and Grs. In contrast, Gy, expression level
was reduced (Fig. 3A). Gpip expression appeared to be
slightly higher in clone #1 than in clone #4. Control cells
showed no change in the ganglioside profile compared
with wild-type MCF-7 (data not shown). Finally, immu-
nofluorescence and confocal microscopy confirmed that
Gpip and Grs were expressed at the cell surface of both
clones (Fig. 3B).

3.2. Mass spectrometry analysis of GD3S+ MCF-7 cells GSL
composition

In order to confirm the modifications in gangliosides
composition observed by flow cytometry analysis in MCF-
7 GD3S+ cells, we compared the GSLs profiles from control
and GD3S+ MCF-7 cells by MALDI-TOF-MS and MALDI-
TOF-MS/MS sequencing (Figs. 4 and 5). The total glyco-
lipids were extracted and subjected to mild alkalinolysis.
GSLs were further purified on reversed-phase C;g column
and analyzed by mass spectrometry as permethylated
derivatives. As shown in Fig. 4, the MALDI-MS analysis
revealed that MCF-7 cells expressed a complex pattern of
GSLs. Individual signals were identified by calculating
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Fig. 2. A: QPCR analysis of GD3S mRNA in pcDNA3-GD3S transfected MCF-7 cell population. Results were normalized to the expression of HPRT mRNA and
expressed relative to GDS3 mRNA in SK-Mel 28 melanoma cells, which was regarded as 100%. The quantification was performed by the method described by
Livak and Schmittgen [22]. WT: MCF-7 wild-type; Control: empty vector transfected MCF-7; GD3S: pcDNA3-GD3S transfected MCF-7. B: Flow cytometry
analysis of gangliosides expression in pcDNA3-GD3S transfected MCF-7 cell population. The immunodetection of Gys, Gps, Gp2, Gp1p, Gr3 and Gy, Was
performed using GMR6, R24, S220-51, GGR12, A2B5 mAbs and cholera toxin B-subunit from Vibrio cholerae, respectively. The grey peaks correspond to
control MCF-7 cells (empty vector transfected) and black lines correspond to pcDNA3-GD3S transfected MCF-7 cells.

monosaccharide and Cer compositions and by establishing
monosaccharide sequences by MALDI-TOF-MS/MS frag-
mentation. Then, the final attribution of individual GSLs to
existing series was based on the known biosynthetic
pathways of GSLs in human cells. Altogether, the data
established that MCF-7 cells expressed GSLs from the
globo- and the ganglio-series. Each GSL, irrespective of
their series, were identified as two distinct signals
exhibiting 112 mu differences, which established that
they are substituted by two Cer moieties differing by eight
—-CH,- groups. Indeed, two Cer isoforms are usually
expressed in human tissues due to the substitution of
the sphingosine by palmitic acid C16:0 or lignoceric acid
C24:0. Globo-series GSLs were characterized by the
presence of simple Gp3 and Gps at m/z 1215/1327 and
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1460/1572, respectively. Ganglio-series GSLs were charac-
terized by the presence of a single neutral G,; at m/z 1215/
1327, monosialylated Gy, and Gy; at m/z 1616/1728 and
1821/1933, as well as disialylated at m/z 2182/2294. MS/
MS fragmentation of individual signals allows one to
differentiate isobaric molecules such as Gp4/Ga; and G/
Gmib (data not shown). It is noteworthy that the MS/MS
sequencing established that the disialylated Gp; expressed
in empty vector-transfected MCF-7 cells was exclusively
constituted by the a-series ganglioside. Indeed, the intense
B- and C-cleavage ions at m/z [M+Na]* 847 and 620
unambiguously established that the terminal Gal residue
of the Hex-HexNAc motif was monosialylated (Fig. 5B).
Accordingly to the attribution as Gp1,, Y-cleavage ion at m/
z[M +Na]" 1469 and the Y2« /C5 double cleavage ion at m/z
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Fig. 3. Analysis of the expression of gangliosides in MCF-7 GD3S+ clones. A: flow cytometry analysis of ganglioside expression. Gangliosides Gys, Gps, Gpa,
Gp1b, and Gr3 were revealed with anti-Gy;3 GMR6, anti-Gps R24, anti-Gp, S220-51, anti-Gp,, GGR12, and anti-Gy3 A2B5 mAbs, respectively. Gy1, expression
was analyzed with FITC-labeled cholera toxin B from Vibrio cholerae. The grey peaks correspond to control MCF-7 cells, whereas black lines correspond to
MCF-7 GD3S+ cells. Results are representative of three independent experiments. B: Analysis of ganglioside expression at the membrane surface MCF-7
cells by immunocytochemistry and confocal microscopy. Ganglioside were revealed with anti-Gpsz R24 (A1, B1, C1), anti-Gp;p GGR12 (A2, B2, C2) or anti-Gy3
A2B5 (A3, B3, C3) mAbs and anti-mouse IgM or anti-mouse IgG labeled with Alexa 488. Bars: 50 pum.

810 [M+Na]* confirmed that Galp-(1—4)-B-Glcp disac-
charide was also mono-sialylated.

As expected, the gangliosides profiles of MCF-7 GD3S+
clones established by MALDI-MS significantly differed
from those of the wild-type (data not shown) and empty
vector-transfected MCF-7 (control) cells (Fig. 4). Indeed,
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whereas MCF-7 cells expressed simple a-series ganglio-
sides including Gpp, Gpmia and Gppa, GD3S+ clones
accumulated di-, tri- and tetra-sialylated gangliosides of
higher complexity including Gps, Gpy, Gpi, Grz, Gt1 and
Gq1. In parallel, monosialylated gangliosides totally dis-
appeared in MCF-7 GD3S+ cells compared to control cells.
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Fig. 4. MALDI-TOF-MS profiles of permethylated GSLs from control and GD3S+ MCF-7 cells. Mass Spectra of permethylated GSLs isolated from control MCF-
7 transfected with empty vector (A), GD3S+ MCF-7 cells clone #1 (B) and clone #4 (C). Gangliosides from b- or c-series were not detected in control cells,
whereas complex gangliosides containing 2 to 4 sialic acids residues (i.e. Gps, Gpz, Gp1b, Gr2, Gp3, Gr1b/e» Gaib/c) Were detected in GD3S+ MCF-7 cells. @ Glcp;

O Galp; [ GalpNAc; ¢ Neup5Ac; T| Ceramide.
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Fig. 5. MALDI-MS/MS sequencing of the permethylated gangliosides from control and GD3S+ MCF-7 cells. MALDI-MS/MS spectra of the [M + Na]* molecular
ion m/z 2495 corresponding to permethylated Gp; gangliosides in MCF-7 transfected with empty vector (A) and GD3S+ MCF-7 clone #1 (B). Fragment ions
were annotated according to nomenclature of Domon and Costello [31]. All molecules are detected as [M + Na]* ions with the exception of those into
brackets {}. The fragmentation profiles of permethylated Gp, ganglioside typifies Gp, in control MCF-7 cells and Gp, in GD3S+ MCF-7 clones. The C/Z
couple fragment ions at m/z 1634 [M + Na]" and 660 [M + H]" typify the ceramide moiety as sphingosine C18:1 substituted by lignoceric acid C24:0. @ Glcp;

O Galp; [ GalpNAc; ¢ Neup5Ac; 7| Ceramide.

Then, MS/MS fragmentation analysis of individual com-
pounds in MCF-7 GD3S+ cells established that all GSLs are
b- and c-series, which permitted to precisely identify Gp1p,
Gribje and Gqibe. In particular, comparison of the
fragmentation patterns of Gp; signals from control MCF-
7 cells and GD3S+ clones revealed that Gp; isolated from
GD3S+ cells exclusively contained the b-series isomer
whereas control MCF-7 cells only contained the a-series
isomer (Fig. 5B). The presence of the di-sialylated motif on
the lactose moiety typifying b-series was unambiguously
established by the presence of Y/B couple cleavage ions at
m/z 1830/486 and B ion at m/z 759.

3.3. Growth and migration of GD3S+ MCF-7 cells

Cell growth was determined by MTS assay in culture
media containing decreasing concentrations of FBS. As
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shown in Fig. 6A, no difference in cell growth was observed
between control and GD3S+ cells. Similar result was
obtained with wild-type MCF-7 cells (data not shown). In
all cases, cell proliferation decreased with serum concen-
tration. Similar result was obtained by direct cell counting
experiments (data not shown). Interestingly, cell migration
assay using Transwell Boyden chambers showed that GD3S
expression induced twice as much cell migration to the
bottom chamber compared to control cells (Fig. 6B).

3.4. Immunodetection of c-Met and phospho-c-Met in MCF-7
GD3S+ clones

The expression and phosphorylation of c-Met were
analyzed in control and MCF-7 GD3S+ clones by Western
blotting and immunodetection using anti-c-Met and anti-
phospho-c-Met antibodies directed against phosphorylat-
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Fig. 6. Analysis of the effect of GD3S expression on MCF-7 cell proliferation and migration. A: Proliferation assays were performed by MTS in 96-wells plates
and cells were grown in DMEM supplemented with 5, 1 or 0.5% FBS. Cells were counted after 24, 48, 72, 96 and 120 h. Each measure was performed in 16
wells and data are mean of four independent manipulations. @: control cells; 4p: clone #1; [ll: clone #4. B: Transwell cell migration analysis. Cells were
counted after 24 h of culture in DMEM medium supplemented with 1% FBS. ** p < 0.02.

ed tyrosine residues 1234 and 1235 of the receptor. As
shown in Fig. 7, c-Met was detected at the same expression
level in both control and GD3S+ clones (Fig. 7). Phosphor-
ylation of c-Met was revealed neither in control nor in
untreated GD3S+ clones, while HGF/SF induced efficient
Met phosphorylation in MCF7 cells (Fig. 7).

HGF/SF

WT M 1 4 -+

anti-phospho Y 8-9

L -
—130kDa
» anti-c-Met
o -
- —130 kDa
Fig. 7. Western blot analysis using specific c-Met and phospho-c-Met
antibodies. Untransfected MCF-7 (WT), control MCF-7 transfected with
empty vector, GD3S+ MCF-7 cells clone #1 and clone #4 were cultured in
serum free condition. Untransfected MCF-7 (WT) were treated or not
15 min with 30 ng/ml HGF/SF. Cell lysates were analyzed by Western
blotting with antibodies directed against human c-Met and the
phosphorylated tyrosine residues of the c-Met kinase domain. The

positions of molecular weight markers are indicated. Arrowheads
indicate the positions of precursor and mature c-Met.

precursor »
mature »
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4. Discussion

Recent evidences have proposed that GD3S could be
associated with breast cancer development and aggres-
siveness. Clinical studies using breast tumors microarray
datasets have shown that the GD3S gene (ST8SIAT)
displayed higher expression among ER negative tumors
[12]. ST8SIA1 expression is associated with poor histo-
pathological grading and tumor size in ER negative tumors
[12,13]. We have also recently showed that ST8SIA1
expression is significantly higher in the basal-subtype
[24] breast cancer tumors [15], indicating that GD3S could
be over-expressed in aggressive breast cancer tumors.
However, in comparison with tumors, breast cancer cells
do not express complex gangliosides from b- and c-series
in culture conditions [14]. To analyze the effect of GD3S
expression in breast cancer, we have established and
characterized cellular models deriving from two breast
cancer cell lines: the triple negative (ER-, PR- and Her2-)
basal-subtype MDA-MB-231 and the luminal-A subtype
ER+ MCF-7 breast cancer cells, that both express GD3S. We
have shown that MDA-MB-231 GD3S+ clones exhibit a
proliferative phenotype in absence of serum or growth
factors, and an increased tumor growth in severe
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immunodeficiency mice. This phenotype results from the
constitutive activation of c-Met receptor and subsequent
activation of MEK/ERK and PI3 K/Akt pathways [15]. Here,
we reported the phenotype of MCF-7 GD3S+ clones.

MALDI-TOF analysis has confirmed that wild-type MCF-
7 and MDA-MB-231 have different GSL composition. GSL
composition of MDA-MB-231 and MCF-7 cell lines was
previously examined [25], showing that there is twice as
much neutral GSL in MCF-7 as in MDA-MB-231 cells and
that ganglioside content is four-fold higher in MDA-MB-
231 cells compared to MCF-7 cells. Our data confirm that
MCF-7 express large amount of globosides such as Gy3 and
Gp4 and lower amount of gangliosides compared to MDA-
MB-231 [14]. This difference in GSL composition may be
explained by the lowest expression of the Gy synthase
(ST3 Gal V) in MCF-7, the enzyme that regulates the first
step of gangliosides biosynthesis [14]. Similarly to MDA-
MB-231 cells, wild-type MCF-7 cells only express a-series
gangliosides, but mainly accumulate Gy, instead of Gy
in MDA-MB-231, probably due to the 5-fold higher
expression of the 33 Gal T4 in MCF-7 cells (data not
shown). In MCF-7 clones, GD3S expression resulted in the
conversion of a-series in b- and c-series gangliosides
absent from control cells, Gpyp being the main compound
instead of Gp, in MDA-MB-231 GD3S+ clones (unpublished
data). These data are in good agreement with ganglioside
profiles of wild-type MCF-7 and with the expression of
related enzymes, Gp; being efficiently converted in Gp;p, by
the B3 Gal T4 in MCF-7 cells. It is noteworthy that GD3S+
clones also express c-series gangliosides whereas the Gys
synthase ST8Sia V is weakly expressed in both MDA-MB-
231 and MCF-7 cells. This may be due to the Gr3 synthase
activity of GD3S that also uses Gps as acceptor substrate to
synthesize Gz [26].

As previously shown, GD3S expression in MDA-MB-231
induces a proliferative phenotype in serum-free condi-
tions, resulting from the constitutive activation of c-Met
receptor and subsequent activation of MEK/ERK and PI3 K/
Akt transduction pathways [15]. Moreover, the silencing of
the Gwm/Gp, synthase (B4GalNAc T1) reverses the
proliferative phenotype and c-Met phosphorylation, un-
derlying the role of Gp; in c-Met activation. It is commonly
known that ganglioside expression can have important
effects on RTKs-mediated signaling and regulates cell
growth through activation or inhibition of intracellular
transduction pathways [27]. For example, EGFR tyrosine
kinase activity is inhibited by Gy3 through interactions of
Gns with terminal (3-GlcpNAc of EGFR N-glycans [28].
However, no change in the proliferative capacity of GD3S+
MCF-7 clones was observed and no activation of c-Met was
detected in these cells. The absence of phenotype of GD3S+
MCF-7 clones can be related to the expression of Gpqp
instead of Gp,, and reinforces the role of Gp, in c-Met
activation. In parallel, MCF-7 GD3S+ cells show an
increased migration as observed for MDA-MB-231 clones.
This seems to indicate that proliferation and migration are
activated by different mechanisms in GD3S+ cells.

In conclusion, the present data together with our
previous results show that the expression of GD3S in
breast cancer cells results in different ganglioside profiles
and phenotypes according to the cell type and the cell-

© 2014 Tous droits réservés.

dependent expression of other glycosyltransferases in-
volved in ganglioside biosynthesis (i.e. ST3 GalV, B4Gal-
NAc T1, and 33 Gal T4). Recently, it has been shown that
breast cancer cell gangliosides can serve as functional E-
selectin ligands and be involved in cell adhesion to
vascular endothelium, favoring metastasis [29]. Moreover,
the expression of ST6GalNAc V, a sialyltransferase catalyz-
ing a-ganglioside biosynthesis, has been associated to
brain metastasis of breast cancer. Normally restricted to
the brain, the expression of ST6GalNAc V in breast cancer
cells enhances their adhesion to brain endothelial cells and
their passage through the blood-brain barrier [30]. We
have also previously shown that ST8SIA1 expression is
significantly higher in the basal-subtype breast cancer
tumors and that Gp, expression induces a growth factor
independent proliferative phenotype via the constitutive
activation of c-Met [15]. Nevertheless, ST8SIA1 alone is not
sufficient to induce Gp, accumulation and c-Met activa-
tion, as low expression of 33 Gal T4 is also required.
Altogether, these data indicate that the fine analysis of
ganglioside glycosyltransferase genes expression should
give new insights on proliferation capacity and tissue-
specific metastasis targeting of basal-subtype breast
cancer tumors.
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Conclusion et perspectives

Nos résultats ont clairement confirmé que le niveau d’expression de la GD3S est un facteur
essentiel d’expression des gangliosides complexes au niveau de la membrane plasmique. Les
analyses en spectrométrie de masse ont confirmé que le Gpy, est le ganglioside majeur ex-
primé par les cellules MCF-7 GD3S+ et que le Gp, n’est pratiquement pas exprimé dans ces
cellules. Ces résultats sont en accord avec les observations de Cazet et al. qui ont montré
que le phénotype prolifératif des cellules MDA-MB-231 GD3S+ était associé a I'expression du
ganglioside Gp;,. De plus, ces résultats ont également mis en évidence la faible proportion de
gangliosides dans les cellules MCF-7, qui expriment majoritairement des globosides.
L'absence de phénotype prolifératif des cellules MCF-7 GD3S+ pourrait donc également
s’expliquer par la faible proportion de gangliosides dans ces cellules. Afin de vérifier cette
hypothése, nous avons essayé d’augmenter la proportion de gangliosides dans les cellules
MCF-7 et ensuite analysé les conséquences de ces modifications sur les propriétés des cel-
lules MCF-7. Comme le LacCer est un précurseur commun pour la synthése des séries globo-
et ganglio-, la conversion du LacCer en gangliosides nécessite une premiére étape de syn-
these du Gs par 'action de la Gz synthétase (ST3Gal V). Nous avons transfecté les cellules
MCF-7 par le vecteur pcDNA3-ST3Gal V pour augmenter le niveau des gangliosides et plus
particulierement le Gyps qui est le précurseur pour la synthese du Gpsz par I'action de la GD3S.
Pour ensuite exprimer les gangliosides de la série b, une deuxiéme transfection par le vec-

teur pcDNA3-ST8Sia | contenant la séquence d’ADNc de la GD3S a été réalisée.

Le nouveau modele cellulaire sera présenté dans la deuxieme partie des résultats.
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2. Effet de I’expression des gangliosides dans les cellules MCF-7 doublement

transfectées

Dans ce chapitre, je présente la deuxieme partie de mon travail de thése qui a consisté a
créer un nouveau modele cellulaire MCF-7 doublement transfecté. Comme nous I'avons pré-
senté précédemment, les cellules MCF-7 présentent une tres faible proportion de ganglio-
sides, ce qui pourrait expliquer I'absence de phénotype prolifératif dans les cellules MCF-7
GD3S+. Nous avons tout d’abord transfecté stablement les cellules MCF-7 par un vecteur
d’expression contenant la séquence d’ADNc de la GM3 synthétase qui catalyse la conversion
du LacCer en Gy, enzyme faiblement exprimée dans les cellules MCF-7 (Cazet et al., 2009).
Ensuite, pour augmenter le niveau d’expression des gangliosides des séries b et ¢, nous
avons exprimé stablement de la GD3S dans les cellules MCF-7 GM3S". Les cellules double-
ment transfectées ont été sélectionnées en présence d’antibiotiques. A partir de la popula-
tion résistante, nous avons effectué une sélection clonale et analysé les nouveaux clones par
gPCR et cytométrie de flux. L’analyse par gPCR a montré qu’aucun des clones n’exprimait un
niveau augmenté de GM3S, par contre certains clones présentaient une forte expression de
la GD3S. L’analyse par cytométrie de flux a montré que les clones doublement transfectés
présentaient un profil gangliosidique particulier, avec une accumulation de Gp; et de Gz a la
surface cellulaire. Dans ces clones, nous avons analysé le profil de phosphorylation des ré-
cepteurs a activité tyrosine kinase et nous avons effectué des tests de prolifération. Les ré-
sultats de ces expériences montrent que les clones doublement transfectés ne présentent

pas de phénotype particulier par rapport aux cellules contréle.

Par contre, I'analyse des GSLs des clones MCF-7 doublement transfectés par spectrométrie
de masse a démontré que ces cellules accumulaient des gangliosides inhabituels qui se ca-
ractérisent par la présence de quatre ou cinq résidus d’acide sialique, respectivement le Ggs
et le Gps. Ces dernieres observations ont fait I'objet d’une publication dans la revue Mole-

cules parue en 2012.
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a. Expression de la GM3 synthétase dans la population polyclonale

Nous avons analysé par qPCR le niveau d’expression des ARNm de la GM3 synthétase dans la
population polyclonale des cellules MCF-7 obtenue aprés transfection par le vecteur
pcDNA3-ST3Gal V et apres sélection en présence d’hygromycine. La figure 21 montre que
I’expression des transcrits de la GM3 synthétase est environ 4 fois supérieure dans la popu-
lation polyclonale par rapport aux cellules MCF-7 contréle (transfectées par le vecteur vide)

ou aux cellules MCF-7 wild type.

250 4
200
150 +

100 4

Expression relative de FARN de la GM35

MCF-7 wit MCF-7 mock MCF-7+GM35 5K-Mel-28

Figure 21 : Quantification relative des transcrits de la GM3 synthétase apres transfection stable des
cellules MCF-7. L'expression de la GM3 synthétase a été quantifiée par qPCR en SYBR Green, et nor-
malisée par rapport a celle du gene HPRT. Le niveau d’expression de transcrits de la GM3 synthétase
dans la lignée de mélanome SK-Mel-28 sert de référence.

b. Analyse de gangliosides a la surface cellulaire de la population polyclonale exprimant la

GM3S

L'expression du ganglioside Gy;s a été analysée par cytométrie de flux sur les cellules MCF-7
GM3S" non perméabilisées. Dans ces cellules, nous avons détecté une augmentation de
I’expression du Gz par rapport aux cellules controles. Par contre, la population polyclonale
présente un profil d’expression des gangliosides hétérogene (Fig. 22). Les résultats de gPCR
et cytométrie de flux montrent que la sur-expression de la GM3S dans les cellules MCF-7

induit la modification du profil des gangliosides avec une augmentation du G;s.
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Figure 22 : Analyse par cytométrie en flux de I'expression des gangliosides GM3 a la surface cellulaire
des cellules MCF-7 stablement transfectées par le vecteur pcDNA3-GM3S. Les pics colorés en gris
représentent le contréle négatif (incubation avec anticorps secondaire seul) et les lignes noires re-
présentent les signaux observés apres incubation des cellules avec I'anticorps anti GM3 (1 :75).

c. Expression transcriptionnelle de la GD3S dans la population doublement transfectée

Comme nous avons présenté précédemment, les cellules MCF-7 expriment tres faiblement
la GD3S et n’expriment pas les gangliosides des séries b et ¢ a la membrane plasmique.
(Steenackers et al., 2012). Apres avoir observé une augmentation du niveau d’expression du
Gwms, hous avons transfecté les cellules MCF-7 GM3S+ par le vecteur pcDNA3-GD3S. Apres 3
semaines de culture en présence d’hygromycine et de généticine, nous avons obtenu une
population polyclonale de cellules résistantes. Dans cette population nous avons analysé le
niveau d’expression des ARNm de la GD3S par technique de gqPCR. Nous avons détecté
I’'augmentation du niveau des transcrits de la GD3S par rapport aux cellules controles (Fig.

23).

Compte tenu de I'hétérogénéité de la population des cellules MCF-7 obtenues aprés trans-
fection stable (Fig. 22), nous avons effectué une sélection clonale par dilution limite. Qua-
rante cing clones ont été isolés et analysés par qPCR pour I'expression de la GM3S et de la
GD3S, et leur profil gangliosidique a été déterminé par cytométrie de flux et spectrométrie

de masse.
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Figure 23 : Quantification relative des transcrits de la GD3 synthétase aprés transfection stable des
cellules MCF-7 GM3S+. L'expression de la GD3 synthétase est quantifiée par qPCR (SYBG Green),
normalisée par rapport a celle du géne HPRT, et comparée au niveau d’expression de transcrits de la
GD3 synthétase dans la lignée de mélanome SK-Mel-28.

d. Analyse de I’expression des transcrits de la GM3S et GD3S dans les clones MCF-7 dou-

blement transfectés

Apres sur-expression de la GM3S et de la GD3S, enzymes impliquées dans les deux pre-
miéres étapes de la biosynthese des gangliosides des série b et c, et sélection clonale, nous
avons analysé I'expression des ARNm de la GM3S et GD3S dans les clones MCF-7 double-
ment transfectés. Comme le montre la Figure 24a, de facon surprenante aucun des clones
testés n’exprime la GM3 synthétase ; par contre, trois clones présentent une forte expres-
sion de la GD3S en comparaison avec les cellules MCF-7 controles (transfectées par le vec-

teur vide) ou les cellules MCF-7 WT (Fig. 24b).
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Figure 24a
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Figure 24 : Quantification relative des transcrits de la GM3S (a) et de la GD3S (b) dans les clones MCF-
7 GM3S+ GD3S+. L’expression relative de la GM3S et de la GD3S a été quantifiée par qPCR (SYBR
Green), normalisée par rapport a celle du géne HPRT, et comparée au niveau d’expression dans les
cellules SK-Mel-28.

Parmi les quarante cing clones analysés, nous avons sélectionné 3 clones présentant une
forte expression de la GD3S. L'analyse par cytométrie de flux a montré que les clones dou-
blement transfectés expriment uniqguement des gangliosides Gps et Gy3 a la surface cellu-
laire. Par contre, nous n’avons pas détecté de gangliosides plus complexes tels que le Gp,, ou
le Gpyp, comme dans le modéle présenté précédemment (Article 1). Ces résultats ont été
confirmés par spectrométrie de masse. Ces analyses ont également montré que ces clones
expriment des gangliosides possédant 4 ou 5 résidus d’acide sialique, respectivement le Gqs

et le Gps. L'ensemble de ces résultats est présenté dans l'article 2).

e. Analyse du profil de phosphorylation des RTKs dans les clones MCF-7 GM3S+ GD3S+ ex-

primant les gangliosides Gq3 et Gps

Nous avons voulu déterminer si I’expression de gangliosides inhabituels comme le Gg3 et le
Gps pouvait modifier le profil de phosphorylation des RTKs. Cette analyse a été réalisée par
phospho array sur le clone 44 et les cellules contréles (Fig. 25). Ces expériences de phospho
array ont été réalisées en présence de sérum (10% de sérum bovin feetal) et en conditions
de sevrage. En présence de sérum, nous n’avons pas détecté de différences entre le clone 44
et les cellules contréles. Dans les deux types cellulaires, nous avons majoritairement détecté
une phosphorylation des récepteurs EGFR et ErbB3. Par contre, nous avons observé un
changement de statut de phosphorylation en conditions de sevrage, avec une phosphoryla-
tion accrue des récepteurs EGFR, ErbB3, ErbB2 dans les cellules mock et le clone 44, et une

augmentation de la phosphorylation du récepteur ErbB4 détectée dans le clone 44.
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Figure 25 : Analyse du statut de phosphorylation des RTKs dans le clone MCF-7 GM3S+ GD3S+ 44 et
les cellules MCF-7 controles en présence de sérum (10% SBF) et en conditions de sevrage. Pour ana-
lyser la phosphorylation en conditions de sevrage, les cellules ont été cultivées 48h sans sérum. Les
points noirs dans le coin de la membrane représentent le controle positif.

1: EGFR, 2 : ErbB2, 3 : ErbB3, 4 : ErbB4.

f. Analyse de la croissance des cellules MCF-7 doublement transfectées

Afin de déterminer si la modification de profil gangliosidique et le changement de statut de
phosphorylation de certains RTKs pouvait modifier la prolifération des cellules doublement
transfectées, nous avons analysé la croissance des différentes populations cellulaires avec un
test MTS. Le test de prolifération été effectué a une concentration de sérum bovin fecetal
(SBF) de 1% dans le milieu de culture. Nous n’avons pas pu analyser la croissance des cellules
MCF-7 en conditions de sevrage du fait de la forte mortalité cellulaire. La prolifération a été
mesurée 24, 48, 72, 96 et 120h apres repiquage. A l'issue de ces expériences, nous n’avons
pas observé de différences de prolifération pour le clone 44 par rapport aux cellules MCF-7

WT et MCF-7 controéles (Fig. 26).
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Figure 26 : Analyse de la prolifération des cellules MCF-7 GM3S+ GD3S+ par un test colorimétrique
MTS. Le clone 44 et les cellules MCF-7 contréles (mock et WT) ont été cultivées avec une concentra-
tion de 1% de SBF. Le nombre de cellules a été estimé apres 24, 48, 72, 96, 120 h par I'ajout de MTS.

g. Accumulation des gangliosides inhabituels Gq3 et Gp; dans les cellules MCF-7.

L'analyse de spectrométrie de masse dans les clones MCF-7 doublement transfectées par les
vecteurs pcDNA3-GM3S et pc DNA3-GD3S a démontré que ces cellules présentent un phéno-
type gangliosidique particulier avec accumulation de gangliosides inhabituels qui présentent
guatre ou cinq résidus d’acide sialique, respectivement le Ggs et le Gps.Ces résultats ont fait

I'objet d’une publication dans la revue Molecules parue en 2012.
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Abstract: Glycosphingolipids from the ganglio-series are usually classified in four series
according to the presence of 0 to 3 sialic acid residues linked to lactosylceramide. The
transfer of sialic acid is catalyzed in the Golgi apparatus by specific sialyltransferases that
show high specificity toward glycolipid substrates. ST8Sia I (EC 2.4.99.8, SAT-II, SIAT 8a)
is the key enzyme controlling the biosynthesis of b- and c-series gangliosides. ST8Sia I
is expressed at early developmental stages whereas in adult human tissues, ST8Sia I
transcripts are essentially detected in brain. ST8Sia I together with b- and c-series
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gangliosides are also over-expressed in neuroectoderm-derived malignant tumors such as
melanoma, glioblastoma, neuroblastoma and in estrogen receptor (ER) negative breast
cancer, where they play a role in cell proliferation, migration, adhesion and angiogenesis.
We have stably expressed ST8Sia I in MCF-7 breast cancer cells and analyzed the
glycosphingolipid composition of wild type (WT) and GD3S+ clones. As shown by mass
spectrometry, MCF-7 expressed a complex pattern of neutral and sialylated glycosphingolipids
from globo- and ganglio-series. WT MCF-7 cells exhibited classical monosialylated
gangliosides including Gy, G, and Gypa. In parallel, the expression of ST8Sia I in MCF-7
GD3S+ clones resulted in a dramatic change in ganglioside composition, with the
expression of b- and c-series gangliosides as well as unusual tetra- and pentasialylated
lactosylceramide derivatives Ggqs (II3Neu5AC4—Gg2Cer) and Gps (II3Neu5Ac5—Gg2Cer).
This indicates that ST8Sia I is able to act as an oligosialyltransferase in a cellular context.

Keywords: gangliosides; Gp; synthase; MCF-7; unusual gangliosides

Abbreviations: BSA: Bovine Serum Albumin; Cer: ceramide; DMB: 1,2-diamino-4,5-
methylenedioxybenzene; DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; EDTA:
Ethylenediaminetetraacetic Acid; DMSO: Dimethyl Sulfoxide; FBS: Fetal Bovine Serum;
FITC: Fluorescein Isothiocyanate; FL-HPLC: Fluorescence Detection High Performance
Liquid Chromatography; GD3S: Gps synthase; GSL: glycosphingolipid; HPRT:
Hypoxanthine PhosphoRibosylTransferase; HRP: horseradish peroxidase; LacCer:
Lactosylceramide; mAb: monoclonal Antibody; MALDI-TOF: matrix assisted laser
desorption-ionization time-of-flight; MS: Mass Spectrometry; PBS: Phosphate Buffered
Saline; QPCR: Quantitative real-time Polymerase Chain Reaction; SDS-PAGE: Sodium
Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis; ST3Gal V: Gys synthase; ST8Sia I:
Gps synthase; ST8Sia V: Gr; synthase; WT: Wild Type.

1. Introduction

Glycosphingolipids (GSL) from the ganglio-series are classified in four series according to the
presence of 0 to 3 sialic acid residues linked to lactosylceramide (Galf1-4Glc-Cer, LacCer) [1]. The
transfer of sialic acid to LacCer is catalyzed in the Golgi apparatus by specific sialyltransferases
(namely ST3Gal V, ST8Sia I and ST8Sia V) that show high specificity toward glycolipid substrates [2].
LacCer, Gys (NeuSAca2-3Galpl-4Gle-Cer, IP'Neu5Ac;-Gg,Cer), Gps (NeuSAca2-8Neu5Aco2-
3GalPB1-4Gle-Cer, II’Neu5Ac,-Gg,Cer) and Grs (Neu5Aca2-8Neu5Aca2-8Neu5Aco2-3Galp1-4Gle-
Cer, I’Neu5Acs-Gg,Cer) are therefore the precursors for 0-, a-, b- and c-series gangliosides and the
biosynthesis of these compounds determine the relative proportion of gangliosides in each series
(Figure 1). Elongation of the precursors can then occur by the sequential action of N-acetyl-
galactosaminyltransferase (B4GalNAc T1), galactosyltransferase (B3Gal T4) and sialyltransferases
(ST3Gal I, ST3Gal II and ST8Sia V), a-gangliosides deriving from the action of ST6GalNAc III, V or
VI on Gmib, Gpia o1 Gty (Table 1).
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Figure 1. Biosynthesis pathway for gangliosides. The code names of gangliosides are
according to Svennerholm [1]. Cer: ceramide.
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The sialyltransferase ST8Sia I (EC 2.4.99.8, SAT-II, SIAT 8a) is the only enzyme known to
catalyze the transfer of a sialic acid residue onto Gys through an o2,8-linkage to synthesize Gp;.
ST8Sia I and Gp; are expressed in fetal tissues at an early developmental stage [3,4] where they play a
key role in cell-cell interaction, cell differentiation and proliferation [5], whereas in adult human
tissues, ST8Sia I is essentially detected in the brain [6]. ST8Sia I and Gp; have been also shown to be
over-expressed in neuroectoderm-derived malignant tumors such as melanoma, glioblastoma and
neuroblastoma, and in estrogen receptor negative breast cancer [7—10].
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Table 1. Glycosyltransferases involved in gangliosides biosynthesis. R = Ga3, Gu3, Gps or Grs.

Gene Common name Main acceptor(s) Accession # Reference
UGCG GlcCer synthase Ceramide NM 003358 [18]
B4GALT6 LacCer synthase Glucosylceramide NM_004775 [19,20]
ST3GALS Gu3 synthase Lactosylceramide NM 003896 [21]
ST8SIAI Gp; synthase G, Gps NM 003034.2 [11-13]
ST8SIAS GT3 synthase GD3, GMlb, GDlaa Gle NM_013305 [17]
B4GALNACT! Gma/Gp, synthase  Gas, Gus, Gps, Gr3 NM 001478.2  [22-24]
B3GALT4 Gwm1/Gpip synthase  Gaz, Gy, Gpa, Gra NM _003782.3  [23,25]
ST3GALI ST3Gal I Galp1-3GalNAcpB1-4-R NM_003033 [26]
ST3GAL2 ST3Gal II Galp1-3GalNAcP1-4-R NM_006927 [27]

ST6GALNAC3 ST6GalNAc III NeuSAca2-3Galp1-3GalNAcPB1-4-R NM_152996 [28]
ST6GALNACS5 ST6GalNAc V NeuSAco2-3GalB1-3GalNAcB1-4-R NM_030965.1  [29]
ST6GALNAC6 ST6GalNAc VI NeuSAca2-3GalB1-3GalNAcB1-4-R NM 013443.3  [29]

The human ST8Sia I cDNA was simultaneously isolated by expression cloning by three research
groups [11-13]. The ST8SIA1 gene is located on chromosome 12, in p12.1-p11.2 and consists of five
coding exons spanning over 135 kbp of genomic DNA [14]. ST8Sia I cDNA encodes a 341 amino acid
membrane-bound Golgi enzyme with a 12 amino-acid cytoplasmic tail, a transmembrane domain of
about 20 residues and a catalytic domain containing the conserved Sialyl motifs involved in substrate
binding and transfer [15].

Whereas ST8Sia I mainly sialylates Gys, Nakayama and co-workers have underlined its ability to
synthesize Gr3; from Gps [6]. ST8Sia I was also shown to use Gmib, Gpia Or Grip as acceptor substrates
to synthesize Gpie, Gria or Goiv, respectively, both in vitro and in vivo [16]. However, the
a2,8-sialyltransferase ST8S1a V is a much better candidate for Gr1a/Gqip synthase activity [17] and no
ST8Sia V activity was detected toward Gy;. Consequently, ST8Sia I is considered as the only Gp;
synthase (GD3S) that controls the biosynthesis of gangliosides from the b- and c-series.

By stable transfection of the full-length cDNA of human Gp; synthase, we have isolated cellular
clones deriving from MCF-7 breast cancer cells that constitutively express GD3S together with b- and
c-series gangliosides. Here, we show by mass spectrometry and HPLC analysis that clones that express
a high level of GD3S also accumulate unusual tetra- and pentasialylated derivatives of LacCer, Gq3
(IPNeu5Acs-GgyCer) and Gps (IPNeu5Acs-Gg,Cer).

2. Results and Discussion
2.1. Analysis of ST8Sia I Expression by QPCR in Control and GD3S+ MCF-7 Clones

MCEF-7 cells were transfected with the pcDNA3-GD3S expression vector containing the full-length
cDNA of human GD3S or the empty pcDNA3 vector as control. Transfected cells were cultured 21
days in the presence of 1 mg/mL G418. Individual G418-resistant colonies were isolated by limiting
dilution cloning. Forty-four clones were obtained and analyzed for the expression of GD3S. As
previously shown [30], QPCR analysis of GD3S expression (Figure 2) indicates that GD3S mRNA is
express at a very low level in wild-type and control (empty vector transfected) MCF-7 cells compared
to SK-Mel 28 melanoma cells used as positive control [31]. Within the forty-four analyzed clones,
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three GD3S+ clones (clone #31, #41 and #44) were selected according to the high expression of GD3S
compared to SK-Mel 28 (1.3-fold, 2.3-fold and 6.3-fold, respectively) (Figure 2).

Figure 2. QPCR analysis of GD3S expression in control and GD3S+ MCF-7 clones.
Quantification of GD3S expression was performed by the method described by Livak and
Schmittgen [32] and normalized to HPRT. The expression of GD3S in MCF-7 cells was
relative to SK-Mel 28, which was regarded as 100%.
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2.2. Flow Cytometry Analysis of Gangliosides Expression in MCF-7 GD3S+ Clones

The pattern of gangliosides was monitored in the three selected MCF-7 GD3S+ clones (clone #31,
#41, #44) by flow cytometry using anti-Gp; R24 and anti-Gr; A2B5 mAbs. As shown in Figure 3, the
three GD3S+ clones expressed Gps and Gps whereas wild-type and control (empty vector transfected)
MCF-7 cells did not expressed complex gangliosides. Gr; is expressed at a similar level in the three
GD3S+ clones but a decrease of Gps is observed in clone #44 compared to clone #31 and #41 whereas
the expression level of GD3S was 4.8-fold or 2.7-fold higher in clone #44 compared to clone #31 and
#41, respectively (Figure 2). Control cells showed no change in the ganglioside profile compared with
wild-type MCF-7 (data not shown).

2.3. MS Analysis of Gangliosides in MCF-7 and GD3S+ Clones

Glycolipids were extracted from cells, purified by reverse phase chromatography and permethylated
prior to MS analysis. Mass spectrometry analysis established that glycolipid profiles of MCF-7 WT
and GD3S+ clones were characterized by complex patterns of neutral and sialylated
glycosphingolipids from globo- and ganglio-series. Profiles of all cell lines were dominated by two
signals at m/z 1460 and 1572 both identify based on their MALDI-TOF/TOF fragmentation patterns
(data not shown) and in agreement with previously published analyses [33] as mixtures of Gps and Gy,
differing by the nature of their lipid moieties (d18:1-16:0 or d18:1-24:0). Along these two major
components, MS and MS/MS analyses permitted us to identified other minor neutral GSLs including
LacCer and Gy; (Figure 4). The comparison of MS profiles did not show any significant difference in
neutral GSLs content between MCF-7 WT and GD3+ clones. On the contrary, the content in sialylated
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glycolipids varied among the different cell lines. MCF-7 WT cells exhibited monosialylated
gangliosides including Gy, Gma, and Gy;. The only disialylated GSL observed in MCF-7 WT cells
was Gp; at m/z 2182 and 2194. Its sequence analysis by MALDI-TOF/TOF typified it as Gpja,, thus
lacking disialylated motif (data not shown). GD3+ clones did not show GSLs from the G2 and G1
families but synthesized instead a family of unusual highly sialylated lactosylceramide derivatives
substituted by up to 5 NeuSAc residues tentatively identified as Gps, Gt3, Gos and Gps. The structure
of these four compounds was confirmed by MALDI-TOF/TOF sequencing.

Figure 3. Flow cytometry analysis of gangliosides in pcDNA3-GD3S transfected MCF-7
cells. Immunodetection of Gp; and Gts was performed using anti-Gp; R24 (dilution 1:100)
and anti-Gp3; A2B5 (dilution 1:10) mAbs. The gray peaks correspond to the negative
controls (incubation with secondary antibody alone, anti-mouse IgM or anti-mouse IgG

labeled with Alexa 488).
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The Glycolipid profile of SK-Mel 28 cells was also analyzed in respect to the presence of polysialy-
lated lactosylceramide derivatives. Contrarily to MCF-7 WT cells, GSLs extracted from SK-Mel 28
cells did not contain globo-series but were dominated by ganglio-series, which induces much higher
overall sialic acid content (data not shown). In particular, disialylated Gps appears to be the major
component along with monosialylated Gys and trisialylated Grs;. However, the tetra- and pentasialy-
lated gangliosides synthesized by MCF-7 GD3+ clones were not detected in SK-Mel 28.

Figure 4. Comparison of MS profiles of permethylated glycosphingolipids purified from
MCF-7 WT and GD3S+ clone #44. All GSLs are present as d18:1/C16:0 (Cer*) and
d18:1/C24:0 (Cer**) isomers. O, Gal; @, Glc; M, GalNAc; €, NeuSAc.
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We illustrate the sequence analyses of unusual Gqs; and Gps in Figure 5. These two molecules

differing in the presence of a single Neu5Ac residue were structurally related. They shared the

fragmentation pattern of a linear stretch of four sialic acid residues in terminal non-reducing position
as [M+Na]" B-ions at m/z 398, 759, 1120 and 1481 and a linear sequence of SiasHex,Cer at reducing
end as [M+Na]" Y-ions at m/z 1106, 1466, 1827 and 2188. Gp; showed additional B and Y ions at m/z
1842 and 2551 typifying a linear Sias sequence. Altogether, these data established that MCF-7 GD3+
clone #44 synthesizes an unusual family of oligosialylated lactosylceramide derivatives presented from
2 to 5 Neu5Ac residues. The disappearance of Gy, Gy and Gpi, in MCF-7 GD3+ clone #44 could be
explained by the depletion of Gyy3 substrate caused by the over-expression of the GD3S+ that competes
with B-4GalNACT1 for the use of Gy; substrate.

Figure 5. MS/MS sequencing of permethylated glycosphingolipids. Analysis of Gq3 at m/z
2568 (A) and Gps at m/z 2929 (B) with ceramide moieties d18:1/C24:0 (Cer**). All
fragments are observed as [M+Na]" adducts except those at m/z at 376 and 660 observed as

[M+H]" adducts. Fragment ions were annotated according to nomenclature of Domon and
Costello [34]. O, Gal; @, Glc; B, GalNAc; ¢, Neu5Ac.
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2.4. Quantification of Polysialylation Associated with Gangliosides by HPLC

Because mass spectrometry does not provide reliable quantitative data, we quantified the extent of
oligosialylation modifications in GSLs induced by the overexpression of Gp; in MCF-7 by screening
all three GD3S+ clones (#31, #41 and #44) (Figure 6). To do that, oligosialylated motifs were released
from purified GSLs by mild hydrolysis according to optimized procedures [35] and labeled by DMB
before separation and quantification by FL-HPLC [36]. The analysis of relative quantifications of
sialic acid chains in GSLs of all MCF-7 GD3S+ clones compared to MCF-7 WT demonstrated a sharp
increase of sialylation oligomerization degree, up to five residues, in accordance with mass
spectrometry analysis. In MCF-7 WT, no oligosialylation could be observed, in accordance with the
sole identification of Gpi, by MS. In contrast, all GD3S+ clones contained about 30% of Sia, and
Sia; motifs, up to 10% of Sias and up to 5% of Sias. Although clones presented similar GSL
oligosialylation profiles, small scale quantitative differences could be observed between the three
clones, with a prevalence of higher DP values for clone #44 compared to clones #31 and #41.

Figure 6. Relative quantification of oligosialylation sequence on GSL of MCF-7 WT
GD3S+ clones #31, clone #41 and clone #44 by FL-HPLC after DMB derivation.
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3. Experimental Section
3.1. Antibodies and Reagents

Anti-Gp; R24 mAb was purchased from Abcam (Cambridge, UK) and anti-Gr; A2B5 mAb was
kindly provided by Pr. Jacques Portoukalian (Depart. of Transplantation and Clinical Immunology,
Claude Bernard University and Edouard Herriot Hospital, Lyon, France). FITC-conjugated sheep
anti-mouse IgG was from GE Healthcare (Templemars, France). FITC-conjugated anti-mouse IgM
was purchased from Molecular Probes (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

3.2. Cell Culture

The breast cancer cell line MCF-7 and the melanoma cell line SK-Mel 28 were obtained from
the American Type Cell Culture Collection. Cell culture reagents were purchased from Lonza
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(Levallois-Perret, France). Cells were routinely grown in monolayer and maintained at 37 °C in an
atmosphere of 5% CO,, in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented with 10%
fetal bovine serum (FBS), 2 mM L-glutamine, and 100 units/mL penicillin-streptomycin. GD3S
positive (GD3S+) MCF-7 clones were obtained by stable transfection of the pcDNA3-GD3S expression
vector encoding the full-length human Gps synthase [37] as previously described [33]. Individual
resistant colonies were isolated by limit dilution. Three positive clones (#31, #41 and #44), expressing
different levels of GD3S were used for further study. Control cells (empty vector transfected) and
GD3S+ clones were cultured in the presence of 1 mg/mL G418 (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France).

3.3. Quantitative Real-Time-PCR (QPCR) Analysis of Gps Synthase

Total RNA was extracted using the Nucleospin RNA II kit (Macherey Nagel, Hoerdt, France),
quantified using a NanoDrop spectrophotometer (Thermo Scientifics, Wilmington, USA) and the
purity of the preparation was checked by ratio of the absorbance at 260 and 280 nm. The cDNA was
synthesized using 2 ug of RNA (GE Healthcare). PCR primers for GD3S and Hypoxanthine
PhosphoRibosylTransferase (HPRT) were previously described [30,38] and synthesized by Eurogentec
(Seraing, Belgium). PCR reactions (25 pL) were performed using 2X SYBR™ Green Universal QPCR
Master Mix (Stratagene, Amsterdam, The Netherlands), with 2 pL. of cDNA solution and 300 nM final
concentration of each primer. PCR conditions were as follows: 95 °C for 30 s, 51 °C for 45 s, 72 °C
for 30 s (40 cycles). Assays were performed in triplicate and GD3S transcript expression level was
2724 method described by Livak and Schmittgen [32]. Serial dilutions
of the appropriate positive control cDNA sample were used to create standard curves for relative

normalized to HPRT using the

quantification and negative control reactions were performed by replacing cDNA templates by
sterile water.

3.4. Analysis of Cell Surface Ganglioside by Flow Cytometry

Cells were washed in cold PBS and detached by EDTA 2 mM. Cells were incubated at 4 °C during
1 h with anti-Gps; R24 (1:100) and anti-Gt3 A2B5 (1:10), diluted in phosphate buffered saline (PBS)
containing 0.5% bovine serum albumin (PBS-BSA) (Sigma-Aldrich). After washing with PBS-BSA,
cells were incubated on ice during 1 h with Alexa Fluor 488 anti-IgG or anti-IgM (1:500). After two
washes in PBS-BSA, cells were analyzed by flow cytometry (FACScalibur, Becton Dickinson).
Control experiments were performed using secondary antibody alone.

3.5. Extraction and Preparation of Glycolipids

Twenty dishes (10 cm diameter) of cultured cells were washed twice with ice-cold PBS and
cells were scraped and sonicated on ice in 200 puL. of water. The resulting material was dried under
vacuum and sequentially extracted by CHCIls/CH;OH (2:1, v/v), CHCI;/CH;0H (1:1, v/v) and
CHCI3/CH3;0H/H,O (1:2:0.8, v/v/v). Supernatants were pooled, dried and subjected to a mild
saponification in 0.1 M NaOH in CHCIls/CH3OH (1:1) at 37 °C for 2 h and then evaporated to
dryness [39]. Samples were reconstituted in CH;0OH/H,O (1:1, v/v) and applied to a reverse phase Cg
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cartridge (Waters, Milford, MA, USA) equilibrated in the same solvent. After washing with CH;OH/H,O
(1:1, v/v), GSLs were eluted by CH3;0OH, CHCIl3/CH3;O0H (1:1, v/v) and CHCI3/CH30H (2:1, v/v).

3.6. Mass Spectrometry Analysis of GSL

Prior to mass spectrometry analysis, GSL were permethylated according to Ciucanu and Kerek [40].
Briefly, compounds were incubated 2 h in a suspension of 200 mg/mL NaOH in dry DMSO (300 pL)
and CHsl (200 pL). The methylated derivatives were extracted in CHCl; and washed several times
with water. The reagents were evaporated and the sample was dissolved in CHCIl; in the appropriate
dilution. MALDI-MS and MS/MS analyses of permethylated GSL were performed on 4800 Proteomics
Analyzer (Applied Biosystems, Framingham, MA, USA) mass spectrometer, operated in the reflectron
mode. For MS acquisition, 5 pL of diluted permethylated samples in CHCl; were mixed with 5 uL of
2,5-dihydroxybenzoic acid matrix solution (10 mg/mL dissolved in CHCI3/CH;0H (1:1, v/v)). The
mixtures (2 uL) were then spotted on the target plate and air dried. MS survey data comprises a total of
50 sub-spectra of 1500 laser shots. Peaks observed in the MS spectra were selected for further MS/MS.
CID MS/MS data comprises a total of 100 sub-spectra of 3000 laser shots. Two or more spectra can be
combined post-acquisition with mass tolerance set at 0.1 Da to improve S/N ratio. The potential
difference between the source acceleration voltage and the collision cell was set to 1 kV and argon was
used as collision gas.

3.7. Analysis of Oligo-Sialylated Sequences by HPLC

In order to minimize internal fragmentation of polysialylated sequences, sialylated glycan samples
were directly coupled to 1,2-diamino-4,5-methylenedioxybenzene (DMB) without prior mild
hydrolysis [35]. Samples were incubated for 2.5 h at 50 °C in 50 uL of a DMB reagent solution
(2.7 mM DMB, 9 mM sodium hydrosulfite, and 0.5 mM B-mercaptoethanol in 20 mM TFA). 10 pL of
1 M NaOH was then added and the reaction mixtures further incubated in the dark at room temperature
for 1 h. Samples were stored at 4 °C before analysis. DMB-derivatized sialic acid oligomers were
separated on a HPLC apparatus fitted with a CarboPac PA-100 column (Dionex). CarboPac column
was eluted at 1 mL/min with a concentration gradient of 2 to 32% of 1 M NaNOj; in water. Elution was
monitored by an on line fluorescence detector set at wavelengths of 373 nm for excitation and 448 nm
for emission.

4. Conclusions

ST8Sia I is the only sialyltransferase able to transfer a sialic acid residue onto Gy to synthesize
Gps and is therefore considered as the Gp; synthase. The animal ST8Sia family can be divided in three
groups according to the capacity to carry out poly-, oligo- and mono-02,8-sialylation and phylogenic
analyses have clearly associated ST8Sia I to the group of mono-02,8-sialyltransferase [41]. However,
by expression cloning of the human Gr; synthase, Nakayama and co-workers have underlined the
ability of ST8Sia I to synthesize Gr; from Gps [6]. Here, we show, for the first time, that ST8Sia I is
able to synthesize unusual highly sialylated lactosylceramide derivatives substituted by up to
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5 NeuSAc residues and identified as Ggs (II3Neu5AC4-Gg2Cer) and Gps (II3Neu5Acs-Gg2Cer), showing
that this enzyme can act as an oligosialyltransferase.

In humans, the ST8SIA] gene is located on chromosome 12, in pl12.1-p11.2 and consists of five
coding exons spanning over 135 kbp of genomic DNA [14]. Two initiation codons on the first exon
lead to two protein isoforms of 356 or 341 amino acids that differ in their N-terminal part. However,
the relative capacity of each isoform to transfer more than two sialic acid residues has not been
evaluated. By in vitro sialyltransferase assay, a recombinant soluble form of the human Gps synthase
was shown to synthesize, after a long period of incubation, higher polysialogangliosides, which
presumably have more than three sialic acid residues but these compounds were not characterized [6].

From a general point of view, the occurrence of oligosialylation associated with glycolipids has
been rarely reported so far. One exception is the recent identification of polysialogangliosides containing
02,8-linked polyNeuSAc with DPs ranging from 2 to at least 16 in sea urchin sperm head [42]. However,
to our knowledge, tetra- and pentasialylated lactosylceramide derivatives have never been described in
human tissues and cells. Although SK-Mel 28 cells that constitutively express high levels of GD3S,
synthesize high quantities of Gps; and Gr3;, we were not able to detect these unusual tetra- and
pentasialylated gangliosides in this cell line. Indeed, in our cellular model, these unusual structures
were obtained after transfection of GD3S c¢cDNA and may not exist in natural conditions, and the
depletion of Gu3 in GD3S+ MCF-7 clones could explain that GD3S used other gangliosides, such as
Gr3 or Ggqs, as acceptor substrates. Nevertheless, one may thus expect that revisiting the structure of
human gangliosides with recent high sensitivity mass spectrometry techniques will uncover
oligosialylated glycolipids in cancerous cell lines and in normal or pathological tissues.
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Conclusion

Nos résultats ont clairement démontré que la double transfection des vecteurs pcDNA3-
GM3S et pcDNA3-GD3S n’augmente pas la proportion de la série ganglio des GSL dans les
cellules MCF-7. De plus, nous avons montré qu’aucun clone doublement transfecté
n’exprime la GM3S, contrairement a ce qui est observé apres la premiere transfection avec
le vecteur codant la GM3S. Ce phénomeéne peut étre associé avec un processus d’apoptose
dans ces cellules : en effet, nous avons montré précédemment que la sur-expression de la
GD3S dans les cellules MCF-7 provoque une accumulation du Gpy,, mais la proportion des
gangliosides est tres faible, en lien avec une faible expression de la GM3S. L’expression de
cette enzyme induit I'accumulation du Gys qui est un substrat pour la GD3S. Apres sur-
expression de la GD3S, les cellules accumulent un niveau important de Gpip, qui pourrait
provoquer l'inhibition de la prolifération et la mort des cellules. Il a été précédemment mon-
tré que I'augmentation d’expression de la GM1/GD1b synthétase dans la lignée cellulaire de
mélanome induit 'accumulation des gangliosides Gpip, Gr1p €t Gpmi, avec réduction de la pro-
lifération (Dong et al., 2010). En paralléle, nous avons montré que les clones MCF-7 double-
ment transfectés présentent une composition de gangliosides particuliére avec I’expression
de gangliosides Gps, G3, et Gqs3, Gps. Ces résultats démontrent que la GD3S peut se compor-
ter comme une oligosialyltransférase. De plus, I'analyse du statut de phosphorylation des
RTKs et I'analyse des tests de prolifération démontrent que les cellules MCF-7 ne sont pas un

modele adapté pour étudier I'effet de I'expression de la GD3S sur le phénotype prolifératif.
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3. Nouveau modele cellulaire MDA-MB-231 sur-exprimant la GD3S

La troisieme partie de mon travail s’est inscrite dans la continuité des travaux de Cazet et
collaborateurs sur le modele cellulaire MDA-MB-231 GD3S+. Notre objectif était d’étudier le
mécanisme d’activation de c-Met par le Gp,. En effet, les résultats obtenus au laboratoire
avaient clairement montré I'implication de la partie saccharidique du Gp, dans I'activation
du récepteur c-Met. En particulier, I'inhibition de la phosphorylation de c-Met dans les cel-
lules MDA-MB-231 GD3S+ par des anticorps dirigés contre la partie saccharidique du Gp;,
alors que des anticorps anti-Gps n’ont aucun effet, ont clairement démontré la nécessité

d’une reconnaissance de la partie glucidique du Gp,dans le mécanisme d’activation.

Pour poursuivre ces travaux, nous avons tout d’abord vérifié la phosphorylation de c-Met
dans les cellules MDA-MB-231 GD3S+. En répétant plusieurs fois les expériences de Western
Blot, nous n’avons jamais été en mesure de reproduire les résultats de Cazet et collabora-
teurs et de visualiser la phosphorylation de c-Met dans les clones MDA-MB-231 GD3S+ en
conditions de sevrage. En paralléle, nous avons répété les tests de prolifération et les résul-
tats obtenus n’ont pas montré de différences entre les cellules MDA-MB-231 controéles et les
cellules sur-exprimant la GD3S. Nous avons donc décidé de sélectionner de nouveaux clones
en repartant de la population polyclonale obtenue en 2008 par Aurélie Cazet. En parallele,
nous avons également retransfecté des cellules MDA-MB-231 WT par le vecteur pcDNA3-
GD3S, obtenu une nouvelle population polyclonale résistante a la généticine et sélectionné
des clones par une dilution limite. Nous avons sélectionné 60 clones qui ont été analysés par
cytométrie en flux. Apres I'analyse par cytométrie de flux et gPCR, nous avons sélectionné 2
clones sur-exprimant les gangliosides des séries b et c a la surface cellulaire, et analysé leur
statut de phosphorylation des RTKs et la phosphorylation de kinases intracellulaires. Pour
analyser les propriétés biologiques des cellules MDA-MB-231 GD3S+, nous avons analysé

leurs capacités de prolifération et de migration.

a. Expression des transcrits de la GD3 synthétase dans les cellules MDA-MB-231 transfec-

tées stablement
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Nous avons transfecté la lignée MDA-MB-231 par électroporation par le plasmide pcDNA3-
GD3S. Apres 3 semaines en culture sous pression de sélection en présence de généticine,
nous avons obtenu une population de cellules résistantes. Nous avons analysé le niveau
d’expression transcriptionnelle de I'enzyme GD3S dans la nouvelle population résistante et
dans la population polyclonale obtenue en 2008. La figure 27 montre que I'expression de la
GD3S est environ 40 a 50 fois plus importante dans la nouvelle population obtenue en 2012

et dans la population polyclonale de 2008, en comparaison avec les cellules wild type et

Mock.
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Figure 27 : Quantification relative par gPCR des transcrits de la GD3 synthétase aprés transfection
stable des cellules MDA-MB-231. L’expression de la GD3 synthétase a été normalisée par celle du

géne HPRT et le niveau d’expression de transcrits de la GD3 synthétase dans la lignée SK-Mel-28 sert
de référence.

Dans I'étape suivante, nous avons effectué une sélection clonale par dilution limite a partir
des deux populations polyclonales. Nous avons obtenu 60 clones que nous avons criblés par
cytométrie en flux pour I'expression du Gp,. Enfin, nous avons sélectionné deux clones, le
clone 3A a partir de la population polyclonale de 2008, et le clone 33B a partir de la popula-
tion polyclonale de 2012. Dans ces clones, nous avons vérifié le niveau transcriptionnel de la

GD3S et nous avons analysé le profil des gangliosides par cytométrie en flux.

b. Expression de la GD3S et des gangliosides dans les cellules MDA-MB-231 GD3S+ apres

sélection clonale
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Nous avons vérifié I'expression des ARNm de la GD3S dans les deux clones sélectionnés.
Comme le montre la figure 28, les ARNm de la GD3S sont environ 1100 plus exprimés dans le
clones 3A et 300 fois plus dans le clone 33B en comparaison avec les cellules MDA-MB-231

controles.
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Figure 28 : Quantification relative par gPCR (SYBR Green) des transcrits de la GD3 synthétase aprés
sélection clonale les cellules MDA-MB-231. L’expression relative le la GD3S a été normalisée par rap-

port a celle du géne HPRT et est exprimée par rapport a son niveau d’expression dans les cellules SK-
Mel-28.

Nous avons ensuite analysé le profil d’expression des gangliosides par cytométrie en flux. Les
résultats présentés sur la figure 29 montrent que les gangliosides de la série a- tels que le
Gwm1 présentent un niveau plus faible dans les clones par rapport aux cellules contréles. Par
ailleurs, dans les cellules transfectées, nous avons détecté une accumulation des ganglio-
sides de la série b (Gps, Gpy, Gpip) et de la série c (Gy3) qui sont pas présents dans les cellules
controles. Ces résultats ont confirmé les résultats obtenus précédemment par Aurélie Cazet
et collaborateurs (Cazet et al., 2009). Les résultats obtenus sur le modele cellulaire MCF-7
confirment que I'expression de la GD3S est suffisante pour modifier le profil des gangliosides
a la surface cellulaire, conduisant a I'expression des gangliosides di- et trisialylés mais aussi

diminuant I'expression des gangliosides monosialylés.

c. Statut de phosphorylation des RTKs dans les cellules MDA-MB-231 GD3S+
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Plusieurs études ont montré que les gangliosides sont impliqués dans la régulation des ré-
cepteurs a activité tyrosine kinase et les voies de signalisation associées (chapitre IV.3.a).
Nous avons donc analysé le statut de phosphorylation de 42 RTKs dans les cellules MDA-MB-
231 GD3S+ par phospho-RTK array. Comme le montre la figure 30, nous avons détecté une
forte phosphorylation des récepteurs VEGFR1, EphA2 et du récepteur Axl en conditions de
sevrage. De plus, nous avons observé une augmentation de phosphorylation des récepteurs

EGFR par rapport aux cellules controdles.

MDA-MB-231 wt MDA-MB-231 mock MDA-MB-231 clone 3A MDA-MB-231 clone 33B
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Figure 29 : Analyse en cytométrie en flux du profil d’expression des gangliosides a la surface de cel-
lules MDA-MB-231 apres sélection clonale. Les pics colorés en gris représentent le contrdle négatif
(incubation avec anticorps secondaire seul), les lignes noires représentent les signaux observés apres
incubation des cellules avec un anticorps anti-Gys (1 :75), anti-Gp; (1:100), anti-Gp, (1 :10), anti-
Gpp (1 :100),anti-Gr3 (1 :10), la sous unité B cholérique couplée au FITC été utilisée pour détecter le
G (dilution au 1/1000).
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Ces résultats confirment donc que la modification des gangliosides membranaires est impli-
guée dans la régulation de la phosphorylation des RTKs. Par contre, ce nouveau modele cel-
lulaire présente un profil différent de phosphorylation des RTKs en comparaison avec les
cellules MDA-MB-231 GD3S+ obtenues par A. Cazet dans lesquelles était essentiellement
observée une phosphorylation des récepteurs c-Met. Comme les récepteurs RTKs sont im-
pliqués dans les processus de prolifération et de migration cellulaires, nous avons ensuite

analysé la prolifération et la migration des cellules MDA-MB-231 GD3S+.

MDA-MB-231 MDA-MB-231 MDA-MB-231
mock clone 3A clone 33B
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Figure 30 : Analyse du statut de phosphorylation des RTKs dans les cellules MDA-MB-231 GD3S+ et
dans les cellules contréles (mock) en conditions de sevrage (0% SBF).Pour analyser la phosphoryla-

tion en conditions de sevrage, les cellules ont été cultivées 48h sans sérum. Les points noirs dans le
coin de la membrane représentent le contréle positif. 1: EGFR; 2 : VEGFR1; 3 :EphA2; 4: Axl.

d. Prolifération et migration des cellules MDA-MB-231 GD3S+

Afin de déterminer I'implication des RTKs sur la prolifération cellulaire, nous avons effectué
un test de prolifération des cellules MDA-MB-231 GD3S+ en comparaison avec les cellules
controles. Les analyses de prolifération ont été effectuées grace au test MTS dans deux con-
ditions différentes : milieu contenant du SBF 10% (conditions normales) et milieu avec du

SBF 0% (sevrage). Les résultats de la prolifération effectuée en conditions normales ont
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montré une diminution de la prolifération dans les derniers jours de test. Cette diminution
peut s’expliquer par la confluence extréme des cellules dans les derniers jours du test (Fig.
31A). Pour les cellules MDA-MB-231 cultivées en conditions de sevrage, nous n’avons pas
observé de différence de prolifération pour les deux clones sur-exprimant la GD3 synthétase

par rapport aux cellules MDA-MB-231 controles.
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Figure 31 : Effet de la sur-expression de la GD3S sur la prolifération, analysée par un test colorimé-
trigue MTS. Les cellules MDA-MB-231 ont été cultivées avec des concentrations de 10% (A) et 0% (B)
de SBF dans le milieu. Le nombre de cellules a été estimé aprés 24, 48, 72, 96 et 120 heures par
I'ajout de MTS.

Pour I'analyse de la migration des cellules MDA-MB-231GD3S+, nous avons utilisé le systeme
Transwell. Les cellules ont été cultivées dans un milieu contenant 0,1% de SBF et le test de
migration a été effectué apres 12 heures. Les résultats présentés dans la figure 32 montrent
gue nous n’avons pas détecté de différence significative de migration entre les deux clones

et les cellules controles.
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Figure 32 : Effet de la sur-expression de la GD3S sur la migration des cellules MDA-MB-231. Les cel-
lules ont été ensemencées sur la face supérieure d’un puits Transwell et cultivées 12 heures dans le
milieu DMEM supplémenté avec 0,1% de SBF. Les cellules qui ont traversé le filtre ont été comptées
au microscope avec un grossissement de 20x.

Nous avons également analysé la migration cellulaire par test de blessure, technique dans
laquelle les cellules maintiennent des contacts cellules-cellules. Nous avons cultivé les cel-
lules dans le pochoir en silicone stérile qui été collé dans la plaque 6 puits. Pour une bonne
adhérence des cellules et pour obtenir une monocouche cellulaire, les cellules MDA-MB-231
ont tout d’abord été cultivées dans le milieu en présence de 10% de SBF. Ensuite, nous avons
changé le milieu pour cultiver les cellules en conditions de sevrage. L’étape suivante était de
retirer le pochoir de silicone pour obtenir une blessure que nous avons observée au micros-
cope (Fig. 33). Ensuite, nous avons observé la migration des cellules aprés 12 heures, cette
observation ne montrait pas de différences significatives de la migration des cellules MDA-

MB-231 GD3S+ par rapport aux cellules MDA-MB-231 contrdles.

MDA-MB-231 wt MDA-MB-231 mock MDA-MB-231 clone 3A MDA-MB-231 clone 33B
= s " O 1 e (& . ~,

Figure 33 : Test de blessure : les cellules MDA-MB-231 sont cultivées en boite de Pétri sur des inserts
en silicone (ibid., Martineriez, Germany) composés de deux chambres (surface de croissance cellu-
laire : 0.22 cm?) séparées par une épaisseur de 500 um. Aprés attachement cellulaire quelques
heures a 37°C, les cellules ont été mises en conditions de sevrage pendant une nuit. Par la suite,
I'insert a été retiré pour former la blessure. Des photos ont été prises dans une localisation précise a
0 (A) et 12 (B) heures afin de visualiser I'évolution de la blessure a I'aide d’'un microscope Nikon
Eclipse Ti-U.

e. Statut de phosphorylation des kinases dans les cellules MDA-MB-231 GD3S+

Les résultats des tests de prolifération et de migration effectués sur les nouveaux clones

n‘ont pas montré de différences entre les cellules MDA-MB-231 GD3S+ et les cellules con-
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tréles. Nous avons donc décidé d’analyser le profil de phosphorylation des kinases par phos-
pho-kinase array (Fig. 34). Les résultats obtenus ne montrent aucune différence importante
entre les deux clones et les cellules controles en conditions de sevrage. Les cellules présen-
tent une forte phosphorylation des protéines p53, H5P60, WNK1 et PRAS40. Nous avons
détecté une légeére diminution de la phosphorylation des protéines ERK1/2 dans les clones

3A et 33B.
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Figure 34 : Analyse du statut de phosphorylation des kinases dans les cellules MDA-MB-231 GD3S+
et dans les cellules contréles en conditions de sevrage (0% SBF).Pour analyser la phosphorylation en
conditions de sevrage, les cellules ont été cultivées 48h sans sérum dans le milieu de culture. A1,A2-
controle positif ;A3,A4-PRAS40; A9,A10- contrble négatif; A11,A12-HSP60; A17,A18- controle négatif;
B1,B2-Hck; B3,B4-Chk-2; B5,B6-FAK; B7,B8-PDGFRB; B9,B10-STATS5a/b; B11,B12-STAT3; B13,B14-
WNK1; B15,B16-PYK2; C1,C2-Fyn; C3,C4-Yes; C5,C6-Fgr; C7,C8-STAT6; C9,C10-STATS5b; C11,C12-
STAT3; C13,Cl14-p26; C15,C16-PLC-yl; D1,D2-Src; D3,D4-Lyn; D5,D6-Lck; D7,D8-STAT2; D9,D10-
STATS5a; D11,D12-p70 S6 Kinase; D13,D14-RSK1/2/3; D15,D16-eNOS; E1,E2-TOR; E3,E4-CREB; E5,E6-
HSP27; E7,E8-AMPKa2; E9,E10-B-Catenin; E11,E12-p60 S6 Kinase; E13,E14-p53; E15,E16-c-Jun;
F3,F4-EGFR; F5,F6-MSK1/2; F7,F8-AMPKal; F9,F10-Akt; F11,F12-Akt; F13,F14-p53; G1,G2-| contrble
positif; G3,G4-p38a; G5,G6-ERK1/2; G7,G8-INK; G9,G10-GSK-3a/B; G13,G14-p53; G15,G16- contrble
positif.

Apres avoir effectué I'analyse de tous les résultats obtenus sur le nouveau modele cellulaire
MDA-MB-231 GD3S+ qui ne présente pas de phénotype prolifératif et migratoire augmenté
par rapport aux cellules contrdles, nous avons effectué une nouvelle fois une analyse de cy-
tométrie en flux pour vérifier le profil gangliosidique. L'analyse confirme la présence des

gangliosides des séries b et c. Nous avons également analysé a nouveau le statut de phos-
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phorylation des RTKs, et les résultats obtenus n’ont pas montré de différences entre les deux
clones GD3S+ et cellules controles. De plus, nous n’avons pas détecté de phosphorylation

des récepteurs VEGFR1, EphA2 et Axl.
Conclusion

Pour conclure cette troisieme partie de nos travaux, nous avons pu confirmer que la GD3S
est une enzyme clef qui contréle la biosynthése des gangliosides des séries b et c. Nous
avons montré que le changement de composition des gangliosides est corrélé avec un chan-
gement du statut de phosphorylation des RTKs. Par contre, nous avons observé que le phé-
notype prolifératif et migratoire des clones MDA-MB-231 GD3S+ n’est pas stable, tout
comme la phosphorylation des RTKs. Le modele cellulaire MDA-MB-231 GD3S+ obtenu par
A. Cazet a été stable et a présenté les mémes propriétés pendant 3 ans, alors que le méme
modele cellulaire obtenu en 2012 est resté stable pendant seulement quelques mois. De
plus, apres sélection clonale a partir de la population polyclonale de 2012, nous avons sélec-
tionné des clones qui présentent un profil de phosphorylation différent par rapport aux
clones obtenus précédemment par A. Cazet qui présentaient essentiellement une phospho-
rylation augmentée de c-Met (Cazet et al.,2010). Ces résultats montrent clairement que la
transfection du méme vecteur dans le méme modele cellulaire peut apres sélection clonale
générer des clones présentant un phénotype cellulaire différent. Au vu de ces résultats, il
semble nécessaire pour poursuivre ces travaux d’utiliser une autre méthode de vectorisation
telle que l'infection par lentivirus, plus efficace et permettant d’éliminer les étapes fasti-

dieuses de sélection clonale.
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Discussion et perspectives

I. Effet de I’expression de la GD3S sur le développement de la tumeur

mammaire

La GD3S est la seule enzyme qui controle la biosynthése des gangliosides des séries b- et ¢
qui sont impliqués dans la carcinogenese des cellules d’origine neuro-ectodermique et du
cancer du poumon a petites cellules (Aixinjueluo et al., 2005; Furukawa et al., 2006). En par-
ticulier, le Gps est considéré comme un antigéne associé au mélanome. La sur-expression de
la GD3S induit I'accumulation de Gpsz dans les cellules de mélanome SK-Mel-28-N1. Il a été
clairement montré que ces changements de composition en gangliosides sont impliqués
dans les capacités invasives de ces cellules (Hamamura et al., 2005). De méme, I'expression
de la GD3S dans la lignée de cancer de poumon a petites cellules SK-LC-17 conduit a
I'accumulation du Gp, et du Gps. L'expression de ces gangliosides est associée avec une
augmentation de la prolifération et I'invasion des cellules SK-LC-17 (Yoshida et al., 2001). De
plus, l'utilisation d’anticorps anti-Gp, induit I'inhibition de la prolifération, ce qui indique un
role spécifique du Gp, dans le phénotype invasif de ces cellules (Aixinjueluo et al., 2005).
Concernant le cancer du sein, Marquina et collaborateurs ont montré une augmentation
significative du niveau d’expression du Gps, de sa forme O-acétylée mais aussi du Gy3 dans
les carcinomes mammaires infiltrants (Marquina et al.,, 1996). Cette sur-expression
s’accompagne d’une augmentation d’expression du gene ST8SIA1, codant la GD3S, dans les
tumeurs mammaires ER négatives (Ruckhaberle et al., 2008). Enfin, dans notre laboratoire
nous avons montré que les cellules MDA-MB-231 sur-exprimant la GD3S présentent un phé-
notype prolifératif et migratoire augmenté par rapport aux cellules WT. Ce phénotype est lié
a l'activation spécifique du récepteur c-Met et des voies de signalisation intracellulaires

MEK/ERK et PI3K/AKT (Cazet et al., 2009 ; 2010).
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1. Rappel des résultats obtenus

Pour déterminer si le phénomene prolifératif observé dans les cellules MDA-MB-231 GD3S+
est généralisable a d’autres lignées cancéreuses mammaires, nous avons créé un nouveau
modele de cellules MCF-7 exprimant la GD3S. En comparaison avec les cellules MDA-MB-231
qui appartiennent au sous type moléculaire « Claudin-low » (ER-, PR-, HER-, Claudin 3, 4, 7
low) les cellules MCF-7 appartiennent au sous type « Luminal A » (ER+, PR +/-, HER-) (Holli-
day and Speirs, 2011). Nous avons démontré que I'expression de la GD3S dans les cellules
MCF-7 ne modifie pas de facon significative la prolifération cellulaire mais les cellules MCF-7
GD3S+ présentent une capacité de migration accrue (Steenackers et al., 2012). De plus, ces
cellules présentent un profil gangliosidique différent de celui des cellules MDA-MB-231
GD3S+ : les cellules MCF-7 accumulant majoritairement le Gpy, a la membrane plasmique
(Article 1). Par ailleurs, nous avons montré que I'expression de la GD3S dans les cellules
MCF-7 induit I'accumulation des gangliosides des séries b et ¢, mais aussi des gangliosides
portant quatre et cing résidus d’acide sialique (Gqz et Gp3), ce qui indique que la GD3S a une

activité d’oligosialyltransférase dans ces cellules (Steenackers et al., 2012).

Nous avons également poursuivi nos travaux sur le modele cellulaire MDA-MB-231. Du fait
de la perte du phénotype prolifératif des cellules MDA-MB-231 GD3S+ créées précédem-
ment dans notre équipe, nous avons exprimé la GD3S dans les cellules MDA-MB-231 pour
développer de nouveaux clones présentant un phénotype prolifératif. Nous avons montré
gue le nouveau modele cellulaire MDA-MB-231 GD3S+ accumule les gangliosides des séries
b- et c- a la surface cellulaire, et que ces cellules présentent une phosphorylation de certains
RTKs tels que VEGFR1, EphA2 et Axl. Malgré ces résultats, le nouveau modele cellulaire
MDA-MB-231 GD3S+ ne présente pas de phénotype prolifératif, et la phosphorylation du

récepteur a activité tyrosine kinase c-Met n’est plus détectée.
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2- L’expression de la GD3S dans les différentes lignées cellulaires

a- La GD3 synthétase controle I’expression des gangliosides complexes a la membrane

plasmique

Les résultats présentés dans ce manuscrit confirment que le niveau d’expression de la GD3S
est un facteur critique qui contrdle I'expression des gangliosides complexes a la surface cel-
lulaire, mais d’autres GTs peuvent également jouer un role important dans la détermination
de la composition en gangliosides pour chaque type cellulaire. L’analyse par cytométrie en
flux et spectrométrie de masse démontre que dans les cellules MCF-7, 'enzyme GD3S con-
duit a 'accumulation de gangliosides des séries b et ¢, ou le Gpyp est le ganglioside majeur
(Steenackers et al., 2012). Par contre, la sur-expression de la méme enzyme dans la lignée
cellulaire MDA-MB-231 provoque également |I'accumulation de gangliosides complexes, mais
le ganglioside principalement exprimé est le Gp, (Cazet et al., 2010). La surpression de la
GD3S ne conduit pas au méme profil gangliosidique dans ces différentes lignées, ce qui
s’explique vraisemblablement par des différences dans la nature des gangliosides « subs-
trats » exprimés dans ces cellules. Il a déja été montré que les cellules MDA-MB-231 présen-
tent une quantité 4 fois supérieure de gangliosides et une quantité 18 fois supérieure de Gz
en comparaison des cellules MCF-7 (Nohara et al., 1998). Ces résultats ont été confirmés par
une analyse en spectrométrie de masse des GSLs qui a montré que les cellules MCF-7 pré-
sentent une forte expression de globosides tels le Gp; et le Gps, et une faible proportion des
gangliosides par rapport aux cellules MDA-MB-231 (Steenackers et al., 2012 ; Cazet et al.,
2009). Ces différentes proportions de gangliosides et de globosides peuvent s’expliquer par
des différences d’expression de la GM3S (ST3Gal V), qui est faiblement exprimée dans les
cellules MCF-7 en comparaison avec les cellules MDA-MB-231 (Cazet et al., 2009). De plus,
les cellules MCF-7 WT et MDA-MB-231 WT présentent uniquement I'expression des ganglio-
sides de série a, mais leur composition n’est pas identique, les cellules MCF-7 WT expriment
principalement du Gy, par contre les cellules MDA-MB-231 WT expriment majoritairement

du G, (Steenackers et al., 2012 ; Cazet et al., 2009) (Fig. 35).

117

©2014 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1.fr



© 2014 Tous droits réservés.

Thése de Agata Steenackers, Lille 1, 2013
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LacCer ST3Gal vV ST8Sial Gps ST8SiaV Grs LacCer ST3Gal v Gy ST8Siall Gps ST8Sia V Grs
B4GalNAc Tli l B4GalNAc Tli l
GDZ GMZ GDZ
B3Gal T4i l B3Gal T4l l
Gu1 Gpap Gpip
v v
MCF-7 GD3S* MDA-MB-231 GD3S*
+ST8Sial +ST8Siall
Laccer ST3GalVv \ ST8SiaV LacCer ST3Gal v GM3 > GD3 ST8SiaV
B4GalNAc Tll i B4GalNAc Tli i
Gz Gp,
B3Gal T4i i B3Gal T4l l
Gpap

Figure 35 : Schéma général de la composition et de la biosynthése des gangliosides dans les cellules
MCF-7 et MDA-MB-231 avant et apres transfection. Les cellules MCF-7 WT et MDA-MB-231 WT ex-
priment les gangliosides de série a-, par contre la sur-expression de la GD3S dans ces lignées cellu-
laires induit I'accumulation des gangliosides de la série b-.

Ces différences pourraient étre liées a des différences d’expression du gene de la $3GalT4

qui convertit le Gyo en Gy

L'expression du Gpyp, dans les cellules MCF-7 GD3S+ et du Gp;, dans les cellules MDA-MB-231
GD3S+ suggere que I'expression du géne codant la B3GalT4 joue un roéle principal dans la
composition finale des gangliosides dans ces lignées cellulaires. L’effet de la sur-expression
de la GD3S sur I'expression des gangliosides a également été décrit dans d’autres lignées
cellulaires, comme la lignée du mélanome SK-Mel-28, de neuroblastome SH-SY5Y, de cancer
de poumon a petites cellules SK-LC-17 ou de phéochromocytome PC12 (Ruan et al., 1999;
Fukumoto et al., 2000; Hamamura et al., 2005). Par exemple, la sur-expression de la GD3S
dans la lignée cellulaire SK-Mel-28-N1 induit I'accumulation du Gpsz, par contre la sur-
expression de cette méme enzyme dans la lignée de neuroblastome SH-SY5Y induit une forte

expression du Gp, (Ruan et al.,, 1999; Hamamura et al., 2005). Nous avons montré que
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I’expression de la GD3S dans les deux différentes lignées cellulaires induit un changement de
profil gangliosidiqgue mais la composition finale est dépendante de I'expression et de

I'activité d’autres glycosyltransferases.

En parallele, nous avons montré que dans les cellules MCF-7 GD3S+, la GD3S est capable de
synthétiser le Gr3 a partir du Gpz, mais aussi des gangliosides inhabituels tels que des struc-
tures tétra-(Gq3) et penta-sialylées (Gp3) (Steenackers et al., 2012). De méme, dans les
clones MDA-MB-231, I'expression de la GD3S induit I'accumulation des gangliosides de série
c-. Précédemment, I’équipe de Nakayama avait montré que la GD3S peut également avoir la
fonction de GT3 synthétase transférant un autre résidu d’acide sialique en a2,8 sur le Gps
pour former le Grs (Nakayama et al., 1996). L'analyse de I'activité enzymatique de la GD3S
démontre que cette enzyme utilise la structure glycannique terminale Neu5Aca2-3Gal des
gangliosides, ce qui induit les substrats accepteurs Gus, Gmib, Gpip et Grip. De fait, la GD3S
ne catalyse seulement pas la formation de Gps mais aussi de Gpic, Gria €t Gqup in vivo (Nara
et al., 1994). Enfin, une autre a2,8-sialyltransférase, ST8Sia V est majoritairement impliquée
dans la synthese des gangliosides Grs, Gpic, GT1a, €t Gqip. Par contre, aucune activité de
ST8Sia V envers le Gy n’a été détectée (Kim et al., 1997). La GD3S est la seule enzyme ca-
pable de synthétiser le Gps, mais est également capable de convertir les gangliosides de sé-
rie a- en gangliosides des séries b- et c-, et peut aussi catalyser la formation de gangliosides
avec 4 et 5 résidus d’acides sialique ; la GD3S peut donc étre considérée comme une oligo-

sialyltransférase.

b- Effet de I’expression de la GD3S dans les lignées cellulaires du cancer du sein sur la proli-

fération et la migration des cellules

Comme nous l'avons vu, les travaux effectués pendant ma thése sur le modele cellulaire
MCF-7 démontrent que ces cellules présentent un profil gangliosidique différent en compa-
raison des cellules MDA-MB-231, a la fois dans les cellules WT et les clones sur-exprimant la
GD3S. La sur-expression de la GD3S dans les cellules MCF-7 n’entraine pas de modifications
de leur prolifération, de plus les cellules MCF-7 GD3S+ ne proliferent pas en I'absence de
sérum contrairement aux cellules MDA-MB-231 GD3S+. Enfin, dans les cellules MCF-7

GD3S+, nous n’avons pas détecté de phosphorylation spécifique de RTKs par rapport aux
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cellules MDA-MB-231 GD3S+ qui présentent une phosphorylation de c-Met en I'absence de
son ligand (Cazet et al., 2010). La différence d’effet de la sur-expression de la GD3S sur la
prolifération cellulaire pourrait s’expliquer par la différence de profil des gangliosides dans la
membrane plasmique et leur implication dans I'activation des RTKs. Dans la littérature, il a
été montré que certains gangliosides tels que le Gpy, sont impliqués dans 'inhibition de la
prolifération ; par contre d’autres gangliosides comme le Gp, et le Gps augmentent les capa-
cités prolifératives et migratoires (Hamamura et al., 2008; Cazet et al., 2012). Par exemple,
I’expression du Gpip, Grip €t Gyt dans la lignée cellulaire du mélanome SK-Mel-37 est asso-
ciée avec une diminution de la prolifération et de I'invasion des cellules (Dong et al., 2010).
De méme, une diminution des gangliosides de la série b tels que le Gpip, Grip €t Gqip est
corrélée avec un phénotype agressif du neuroblastome et un mauvais pronostic de survie
(Hettmer et al., 2003; 2005). De plus, il a été montré que certains gangliosides inhibent la
croissance des cellules par régulation des RTKs. Par exemple, le ganglioside Gpi, inhibe
I’activation de c-Met par son ligand HGF dans la lignée cellulaire d’ostéosarcome FBJ-LL, mais
aussi dans la lignée cellulaire cancéreuse hépatique HepG2. L’inhibition de la phosphoryla-
tion du récepteur c-Met est associée avec la diminution de la croissance des cellules (Hyuga
et al.,, 2001).De méme, il a été montré que le Gys induit I'inhibition de I'activité de I'EGFR

dans les cellules cancéreuses hépatiques murines Hca-F25.

Par contre, d’autres gangliosides tels que le Gp, et le Gps sont généralement associés avec
un phénotype prolifératif et invasif. Le ganglioside Gpz augmente les capacités invasives des
cellules de mélanome SK-Mel-28-N1 avec une augmentation de la phosphorylation de pro-
téines telles que la paxilline, p130Cas et FAK (Hamamura et al 2005; 2008; 2011).
L'expression du Gp, est également associée avec I'acquisition de la malignité des lignées cel-
lulaires de cancer du poumon a petites cellules SK-LC-17 (Yoshida et al., 2001). De plus,
I'inhibition de I'expression des gangliosides de la série b ou I'incubation avec un anticorps
anti-Gp, induit I'inhibition de la prolifération de ces cellules (Ko et al., 2006; Aixinjueluo et
al., 2005). Dans notre équipe, nous avons aussi montré que le ganglioside Gp, est lié aux
capacités prolifératives et migratoires des cellules MDA-MB-231 GD3S+. Enfin, ces études
ont également démontré que les gangliosides sont impliqués dans la régulation des RTKs.
Dans les cellules MDA-MB-231 GD3S+, une activation spécifique de c-Met et des voies de
signalisation intracellulaires MEK/ERK et PI3KI/AKT a été détectée (Cazet et al., 2010 ; 2012).
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Les résultats obtenus sur le modeéle cellulaire MCF-7 GD3S+ démontrent que ces cellules ne
présentent pas de statut de phosphorylation particulier des RTK, ce qui peut étre associé a
I’'absence de Gp,. De plus, la proportion des gangliosides est trés faible en comparaison des
cellules MDA-MB-231. Notre but a été d’augmenter la proportion des gangliosides par sur-
expression de la GM3S et de la GD3S pour induire I'expression des gangliosides de la série b-,
et ensuite d’inhiber la Gpy, synthétase (B3GalT 4) par ARN interférence de maniéere a blo-
guer la conversion de Gp, en Gpyp et ainsi d’accumuler du Gp,. Aprés une double transfec-
tion des cellules MCF-7, nous n’avons pas détecté les gangliosides Gpip, et Gyi. Nous pou-
vons supposer que I'augmentation de la proportion des gangliosides et la forte expression
du Gpyp a provoqué la mort cellulaire. Il a déja été montré que I'expression de la GD3S dans
les cellules d’hépatocarcinome humain se traduit par I'augmentation de I'expression du Gps
a la fois a la membrane plasmique et au niveau des membranes mitochondriales. Ces cellules
deviennent sensibles a I’hypoxie, induisant la production de ROS (Reactive Oxygen Species)

et la mort cellulaire (Lluis et al., 2009).

c- Modele cellulaire MDA-MB-231 GD3S+ et activation spécifique des RTKs

L'objectif de départ de la troisieme partie de mon travail de thése était de poursuivre les
travaux réalisés sur le modele cellulaire MDA-MB-231 GD3S+. Malheureusement, en
I'absence de phénotype prolifératif et 'absence de phosphorylation du récepteur c-Met,
nous avons retransfecté les cellules MDA-MB-231 par le vecteur pcDNA-ST8Sia | afin
d’obtenir de nouveaux clones présentant le phénotype décrit par Cazet et collaborateurs.
Les nouveaux clones MDA-MB-231 GD3S+ sélectionnés présentent un profil de phosphoryla-
tion différent du précédent. Dans ces nouveaux clones, nous avons détecté la phosphoryla-
tion de I'EGFR, du VEGFR1, de EphA2 et de Axl. Par contre, quelgues mois apres, nous
n’avons plus détecté de phosphorylation de ces récepteurs, ce qui suggére que la phospho-
rylation des RTKs et le phénotype associé n’est pas stable. Afin de continuer les travaux sur
le modeéle cellulaire MDA-MB-231, il va étre nécessaire d’utiliser une autre méthode de vec-
torisation rétrovirale, plus efficace et permettant d’éliminer les étapes de sélection clonale,

ainsi que la variabilité et I'instabilité des clones sélectionnés (Fontaine C, 2003). Ces expé-
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riences seront effectuées en collaboration avec le Dr Fabrice Soncin (Institut de Biologie de

Lille).

Plusieurs hypothéses peuvent étre envisagées afin d’expliquer le phénotype prolifératif des
cellules MDA-MB-231 GD3S+ et 'activation spécifique de c-Met dépendante du Gp,. Comme
le récepteur c-Met porte des chaines N-glycanniques, I'activation du récepteur c-Met pour-
rait étre médiée par des interactions directes entre la partie oligosaccharidique du Gp; et les
résidus des chaines N-glycanniques portées par c-Met (Faletto et al.,, 1992). Ce type
d’interaction a été montré pour le gangliosides Gys qui est capable de se lier spécifiquement
au domaine extracellulaire de 'EGFR (Kawashima et al., 2009). En effet, il a été montré que
I'inhibition de l'activité tyrosine kinase est dépendante des interactions entre les résidus
GIcNAc des chaines N-glycanniques du récepteur et la partie glycannique du Gz (Yoon et al.,
2006; Kawashima et al., 2009). Pour confirmer ce type d’interactions, nous envisageons
d’utiliser la technique de glycan array, qui consiste en une variété d’oligosaccharides immo-
bilisés sur un support solide en collaboration avec le Pr Ten Feizi (Feizi and Chai, 2004).
L'incubation d’une forme recombinante de la protéine c-Met glycosylée sur cette puce pour-
rait indiquer si ce récepteur est capable ou non de ce fixer a des séquences oligosaccharides
de type Gp,. La spécificité d’activation de c-Met par le Gp, pourrait également s’expliquer
par des interactions indirectes. Dans la littérature, il a déja été montré que le ganglioside Gp;
est impliqué dans I'acquisition de la malignité des cellules tumorales par l'intermédiaire
d’interactions entre le Gp; et les intégrines (Yoshida et al., 2001; Aixinjueluo et al., 2005). En
paralléle, il a été montré que les interactions entre le suppresseur de tumeur tétraspanine
CD82, l'intégrine a3B1 et c-Met sont régulées au sein des glycosynapses par le complexe
Gm3/Gmz dans les cellules épithéliales HCV-29. Ce complexe Gws/Gwmy interagit spécifique-
ment avec la protéine CD82 qui inhibe la trans-phosphorylation du récepteur dépendante
des intégrines. De plus, il a été montré que I'activation de c-Met par la fibronectine et les
intégrines a5B1, indépendamment de la présence de son ligand, est impliquée dans
I'invasion et dans les métastases du cancer des ovaires (Mitra et al., 2011). Afin d’étudier
I’existence possible de complexes entre le Gp, et les protéines membranaires telles que les
tétraspanines, les intégrines ou la fibronectine, nous envisageons également d’effectuer des

expériences de co-immunoprécipitation et de FRET dans les cellules MDA-MB-231 GD3S+
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d- Invasion et métastases des cellules MDA-MB-231 GD3S+

Les gangliosides complexes et I'’enzyme GD3S qui controle leur synthése jouent un réle im-
portant dans le processus de tumorigenése. Marquina et collaborateurs ont montré que le
Gps, le 9-0-acétyl-Gps, et le G13 sont exprimés dans la majorité des carcinomes canalaires
infiltrants (Marquina et al., 1996). De plus, des études cliniques focalisées sur différentes
banques de données d’analyse transcriptionnelle ont montré que I'expression de ST8Sia |
dans les tumeurs ER-négatives était liée avec un grade histopronostique élevé (Ruckhéaberle
et al., 2008; 2009). Dans notre laboratoire, nous avons aussi montré que I'expression de la
GD3S dans les cellules MDA-MB-231 est associée avec un phénotype prolifératif (Cazet et al.,
2009). De plus, I'agressivité accrue des cellules MDA-MB-231 GD3S+ a été démontrée in vivo
lors d’expériences de xénogreffes chez des souris immunodéprimées (Cazet et al., 2010). Ces
dernieres années, plusieurs études ont impliqué les gangliosides dans le phénoméne de mé-
tastase du cancer du sein. Une étude portant sur le tropisme des métastases du cancer du
sein a permis de démontrer que I'expression du géne ST6GALNACS5, codant une sialyltransfé-
rase impliquée dans la biosynthése des gangliosides de la série a-, permet aux cellules
mammaires de métastaser spécifiquement au cerveau (Bos et al., 2009). En paralléle, des
cellules mammaires migrant au niveau des tissus osseux sur-expriment le géne ST8SIA1 (Car-
cel-Trullols et al., 2006). Au laboratoire, Marie Bobowski en collaboration avec Dr Cheryl Gil-
lett du Guy’s Hospital de Londres a pu répertorier les sites métastatiques chez 20 patientes
atteintes de cancer du sein, pour lesquelles I'expression transcriptionnelle de la GD3S a été
mesurée dans les tumeurs primaires (Fig. 36). Cette analyse démontre que les tumeurs qui
expriment fortement la GD3S ont une nette tendance a présenter une invasion locale, un
nombre élevé de ganglions lymphatiques axillaires atteints, ainsi qu’une fréquence plus éle-

vée de métastases distantes au niveau du foie, des poumons et du cerveau.

Toutes ces études tentent a montrer que les gangliosides pourraient jouer un réle dans
I’apparition des métastases du cancer du sein. Afin de déterminer si les cellules MDA-MB-
231 GD3S+ peuvent coloniser des organes spécifiques chez des souris immunodéficientes,
nous pouvons transfecter stablement I’ADNc codant la luciférase dans les clones MDA-MB-
231 GD3S+ et les cellules controles. Le but est d’inoculer chez la souris ces cellules exprimant
la luciférase et d’observer 6 semaines plus tard la luminescence in vivo, a la fois de I'animal

et des organes a I'aide d’imagerie biophotonique (Tao et al., 2008). Ceci permettra de savoir
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si les cellules GD3S+ sont capables de former des métastases au niveau de sites préféren-
tiels. En parallele, une collaboration avec le Pr. Roméo Cecchelli (Physiologie de la barriere
hémato-encéphalique, Université d’Artois, Lens, France) est actuellement en cours, et vise a
déterminer les capacités d’adhérence et le passage des clones GD3S+ dans un modele mi-

mant la barriére hémato-encéphalique (Vandenhaute et al., 2012).
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Figure 36 : Caractéristiques métastatiques de patientes atteintes de cancer du sein en fonction de
I’expression de la Gp; synthétase au niveau la tumeur primaire. Le niveau d’expression des ARN de
ST8SIA1 a été mesuré par qPCR a partir de 20 échantillons de tumeurs de type ER- (132 a 151), obte-
nus par le Guy’s Hospital de Londres. L'expression de ST8SIA1 a été normalisée par rapport a celle de
HPRT et classée de la plus forte a la plus faible expression. Les sites métastatiques sont indiqués dans
le tableau pour chaque patiente. Figure tirée de la thése de M. Bobowski (2012).
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Conclusion :

Mes travaux de these ont permis de montrer une influence de la sur-expression de la GD3S
sur la composition des gangliosides complexes présents a la surface de lignées cellulaires de
cancer du sein. L’accumulation du Gpyp dans les cellules MCF-7 montre que le profil ganglio-
sidique est également dépendant de I'expression d’autres glycosyltransférases telles que
ST3Gal V, B4GalNACT1 et B3GalT4. De plus, nos résultats ont démontré que la GD3S est ca-
pable de synthétiser le G3 a partir de Gps mais aussi des gangliosides tétra- (Gqg3) et penta-
sialylés (Gps). En paralléle, les travaux menés sur le modele cellulaire MDA-MB-231 ont per-
mis de montrer que les gangliosides sont impliqués dans I'activation des RTKs. Dans les li-
gnées cellulaires MDA-MB-231 et MCF-7, nous avons montré que |'activation de certains
RTKs est corrélée au changement de composition en gangliosides, avec la modification des
capacités prolifératives et/ou migratoires des cellules. Il serait maintenant important de pré-
ciser les mécanismes moléculaires par lesquels le Gp, active de maniére spécifique le récep-
teur c-Met dans la lignée MDA-MB-231 et de déterminer I'impact de I'expression de la GD3S

sur la localisation et le nombre de métastases dans un modele animal.
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Matériel et Méthodes

Ce chapitre décrit les protocoles des expériences non publiées décrites dans la deuxieme et
la troisieme partie des résultats.

1. Culture cellulaire

La lignée de cancer du sein MDA-MB-231 nous a été fournie par le Professeur Xuefen Le
Bourhis (Laboratoire de Signalisation des facteurs de croissance dans le cancer du sein, Ville-
neuve d’Ascq, France). Ces cellules sont cultivées en routine dans un milieu DMEM (Dulbec-
co’s Modified Eagle’s Medium Essential ) a 4,5 g/l de glucose (Cambrex) supplémenté avec
10 % de sérum de veau feetal (SVF ; Lonza), 2 mM de L-glutamine (Cambrex), et les antibio-
tiques pénicilline (100 pug.ml™) et streptomycine (100 Ul.mI™) (Gibco). Ces lignées sont main-

tenues dans un incubateur a 37°C dans une atmosphére humide et enrichie de 5 % de CO,.
2. Transfections

La construction du vecteur plasmidique contenant la séquence d’ADNc de la sialyltransférase
ST8Sia | humaine a été réalisée par I'équipe du Professeur Kim (Unité de Glycobiologie molé-
culaire et cellulaire, Sungkyunkwan University, Corée du Sud). Cette séquence d’ADNc a été
insérée dans les sites de restriction Hind lll et Xho | du vecteur d’expression en cellules de
mammiferes pcDNA3. Le plasmide est nommé pcDNA3-ST8Sia I. L'extraction de plasmide
s’effectue a partir d’'une culture dense de bactéries contenant le plasmide pcDNA3 vide ou le
vecteur pcDNA3-ST8Sia | en utilisant le kit HiSpeed Plasmid Purification Midi. La quantité

d’ADN obtenue et sa qualité sont déterminées par la technologie NanoDrop.

Les transfections des cellules MDA-MB-231 sont réalisées par électroporation a l'aide de la
technologie Nucleofector (Amaxa Biosystems) selon un protocole optimisé pour cette lignée.
Les cellules MCF-7 (1.10°) sont resuspendues dans 100 pl de solution V (Amaxa Biosystems) ;
2 pg du vecteur sont ajoutés aux cellules et I’échantillon est transféré dans une cuvette
Amaxa. Immédiatement aprés le choc électrique, la suspension cellulaire est diluée dans du
milieu DMEM complet préchauffé et placé dans un incubateur a 37° C. Pour la sélection de
clones MDA-MB-231 stables, le milieu DMEM complet est remplacé 48 h apres le choc élec-

trique par du milieu complet DMEM-10 % SVF contenant 1 mg.ml™ de Généticine G418 (Gib-
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co). La pression de sélection est maintenue pendant 21 jours durant lesquels le milieu est
renouvelé tous les deux jours. La sélection clonale a ensuite été réalisée par la technique de

dilution limitée sur de plaques 96 puits de fagon a obtenir de 0 a 1 cellule par puits.

3. PCR quantitative

Les ARN totaux sont isolés a partir de culots les cellules MDA-MB-231 grace aux colonnes
échangeuses d’ions du kit Nucleospin® RNA Il (Macherey Nagel). La quantité de ces ARN est
ensuite estimée par mesure du spectre d’absorbance entre 230 et 300 nm en utilisant la

technologie NanoDrop. Leur pureté est estimée par le rapport des absorbances A,g0/A250.

La synthése des premiers brins d’ADNc par rétrotranscription est réalisée a partir de 2 ug
d’ARN totaux grace au kit Affinity Script cDNA Synthesis (Stratagene). Une amorce oligo(dT)
est utilisée pour l'initiation de cette synthése. Les ADNc sont dilués au 1/5 avant d’étre utili-

sés pour toutes les réactions de PCR.

La PCR quantitative (QPCR) que nous avons mise au point est basée sur la visualisation en
temps réel de la fluorescence émise par un agent intercalant de I’ADN, le SYBR® Green. Les
couples d’amorces de la Gps synthétase ont été définis a I'aide du programme informatique
Primer Premier 3.1 (Biosoft International). Les réactions de gPCR sont effectuées sur un ap-
pareil MX3005 Multiplex Quantitative PCR (Stratagene), dans un volume final de 25 pl cons-
titué de 1 pl de chacune des deux amorces a 300 nM, de 8,5 pl d’'H,0 et de 12,5 pl de mé-
lange Brillant SYBR® Green gPCR Master Mix (2X) (Stratagene) contenant les dNTPs, le SYBR®
Green, la Taq polymérase et le tampon optimisé de I'enzyme. Pour toutes les réactions, 2 pl
d’ADNc sont utilisés. Les conditions de qPCR ont été définies pour permettre d’amplifier
avec la méme efficacité I'ensemble des génes cibles. 40 cycles d’amplification sont ensuite
réalisés selon le programme suivant : dénaturation de ’ADNc a 95°C, 30 s ; hybridation des

amorces a 51°C, 45 s ; et une étape d’élongation a 72°C, 30 s.

Apres avoir déterminé |'efficacité de PCR pour le gene d’intérét ST8Sia |, nous avons utilisé la
méthode du 2™, décrite par Livak et Schmittgen (2001) pour comparer les différents
échantillons entre eux, ceci grace a l'utilisation d’un échantillon de référence composé
d’ADNc de la lignée de mélanome SK-Mel-28. Le géne de I’hypoxanthine-guanine phosphori-

bosyltransférase ou HPRT est utilisé comme gene de référence pour normaliser les résultats.
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4. Immunofluorescence et cytométrie en flux

Les cellules sont décollées en présence de PBS-EDTA 2 mM avant d’étre lavées 3 fois dans du
PBS-0,5 % BSA. 2.10° cellules sont ensuite incubées a 4° C pendant 1 h avec les différents
anticorps primaires spécifiques cités ci-dessus dilués dans du PBS-0,5 % de BSA. Les anticorps
R24 (anti-Gp3) au 1/100, S220-51 (IgG de souris anti-Gp;) au 1/10 et I'anticorps anti-Gpy, au
1/100 ont été fournis par le Professeur Ronald L. Schnaar (Département de Pharmacologie et
de Neurosciences, The Johns Hopkins School of Medecine, Baltimore, USA). Les anticorps
GMR6 (anti-Gy3) au 1 /75 et A2B5 (anti-Gt3) au 1/10 ont été fournis par le Pr J. Portoukalian
(Laboratoire de recherche en dermatologie, Lyon, France). Aprés 2 lavages au PBS-0,5 % BSA,
les cellules sont incubées pendant une heure a 4° C avec un anti-IgM et un anti-IgG couplé au
I'Alexa Fluor® 488, tous deux dilués au 1/1000 dans une solution de PBS-0,5 % de BSA. La
sous-unité 3 cholérique couplée au FITC, fournie par le Docteur Slomianny, est utilisée pour
détecter le Gy (dilution au 1/1000). Les cellules ainsi marquées sont analysées par cytomé-

trie en flux a I'aide d’un appareil FACScalibur (Becton Dickinson).

5. Etude de la prolifération cellulaire

Le test de prolifération est effectué par un test colorimétrique MTS (Promega, Charbon-
niéres-les-bains, France) suivant le protocole du kit. 2.10° cellules contrdle ou clones sont
ensemencées dans des plaques a 96 puits (Thermo Fisher Scientifics, Langenselbold, Germa-
ny) dans un milieu contenant 10% ou 0% SVF. Le nombre de cellules est estimé apres, 24, 48,
72, 96 et 120 heures par [l'ajout de MTS [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium], deux heures avant la lecture de

I'absorbance a 490 nm a I'aide d’un spectrophotomeétre.

6. Test de migration

Les cellules (5 x 10*) ont été ensemencées sur la face supérieure d’un puits Transwell (BD
Biosciences, Le Pont de Claix, France) et cultivées 12 heures dans du milieu DMEM supplé-
menté avec 0,1% de SVF. Apres incubation, les cellules ont été fixées avec du PAF 3 % 20
minutes a température ambiante et les noyaux ont été colorés avec du DAPI (Sigma-Aldrich)

(15 minutes dans le noir). Puis, les cellules se trouvant sur la face supérieure des membranes
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ont été grattées a I'aide d’un coton tige et les membranes lavées plusieurs fois avec du PBS
de maniére a enlever les débris cellulaire. Les membranes ont été découpées au scalpel et
déposées sur lame via un montage au glycergel (Dako, Trappes, France). 10 champs par

membrane ont ensuite été analysés au microscope, avec un grossissement de 20x.
7. Test de blessure

Le test de blessure des cellules MDA-MB-231 a été réalisé a I'aide du culture-insert-Dish (ibi-
di, Martinsried, Germany) composé de deux pochoirs en silicone stérile (zone de croissance
par pochoir 0,22 cm?) séparées par un insert d’épaisseur 500 um. L'insert été collé dans la
plague 12 puis et 10 000 cellules sont déposées dans chaque pochoir. Apres attachement
cellulaire quelques heures a 37 °C, les cellules sont placées en conditions de sevrage pendant
une nuit. Ensuite, I'insert est retiré pour former la blessure. Des photos sont prises dans une
zone précise a 0 et 12 heures afin de visualiser la blessure a I'aide d’un microscope Nikon

Eclipse Ti-U.
8. Analyse de phospho-RTK array et phospho-kinase array

L'analyse du statut de phosphorylation des RTKs et des kinases dans les cellules MDA-MB-
231 GD3S+ et dans les cellules controles a été effectuée en conditions de sevrage (0% SVF).
Pour cela, les cellules ont été cultivées 48h sans sérum dans le milieu de culture DMEM. Les
cellules ont été lysées en utilisant le tampon de lyse du kit Phospho-RTK ou Phospho-kinase
array (R&S System Europe, Lille, France). La détection de la phosphorylation a été réalisée

selon le protocole du fournisseur.
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