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RESUME

Titre: FEtude des couples Chimiokines/Récepteurs comme nouvelles cibles
thérapeutiques des cancers colorectaux métastasés : études précliniques

Avec 42 000 nouveaux cas diagnostiqués en 2012, le cancer colorectal (CCR) représente en
France le troisiéme cancer en termes d’incidence. Les métastases en constituent la principale
cause de déces (90% des cas). Les patients atteints d’un CCR développent principalement des
métastases au niveau du foie (50% des patients) et dans une moindre mesure au niveau des
poumons (15% des patients). Malgré les progres récents, notamment de la chimiothérapie et
des agents ciblés, le taux de survie a 5 ans des patients présentant un CCR métastasé reste
faible. Aujourd’hui, la résection chirurgicale est le seul traitement curatif, cependant moins de
20% des patients porteurs de métastases sont opérables. Il existe donc un grand nombre de
patients présentant un CCR métastasé pour lequel aucun traitement curatif ne peut étre
proposé.

La formation des métastases a partir d’'une tumeur primaire résulte d’une longue série
d’étapes séquentielles liées les unes aux autres. L’issue de ce processus dépend a la fois des
propriétés intrinseques des cellules tumorales et de la réponse de I’hote. Il a été récemment
montré que les couples chimiokines/récepteurs (initialement décrits pour réguler la migration
des leucocytes) interviennent dans le controle des différentes étapes de la progression
tumorale.

Le projet de recherche développé au cours de mon travail de theése avait pour objectif
d’utiliser les chimiokines et leurs récepteurs dans de nouvelles stratégies thérapeutiques pour
bloquer et / ou éradiquer les métastases hépatiques et pulmonaires des CCRs. Le travail s’est
articulé selon deux axes dans lesquels nous avons montré d’une part que, le blocage du
récepteur de chimiokines CXCR7 permet de limiter les métastases pulmonaires de CCRs et
d’autre part que, le délivrage du gene codant pour CX3CL1 au niveau du foie entraine une

réponse anti-tumorale efficace dans les métastases hépatiques de CCRs.

Mots clés : cancer colorectal, métastases, chimiokines/récepteurs, études précliniques

Laboratoire d’accueil : Laboratoire de PhysioMédecine Moléculaire (LP2M), CNRS FRE3472
Equipe Bio-Ingénierie et Physiopathologie Ostéo-Articulaire (BIPOA)
Faculté de médecine
28 avenue de Valombrose

06107 NICE Cedex 2



ABSTRACT

Title: The chemokines-chemokine receptors pairs as new therapeutic targets for the

metastatic colorectal carcinoma: preclinical studies

With 42 000 newly-diagnosed patients in 2012, the colorectal cancer (CRC) represents the
third type of cancer in terms of incidence in France. The leading cause of death from CRC is
the development of metastases (90% of the patients) and these metastases will occur mostly
within the liver (50% of the patients) and, to a lesser extent, within the lungs (15% of the
patients). Despite recent progress, notably in the chemotherapies now used and the targeted
agents, the rate of 5-years survival for late stage CRC remains low. Nowadays, the surgical
resection is the only curative treatment proposed to patients with metastatic CRC, however
less than 20% of them have an operable tumour. There is therefore a high number of patients

for whom no cure is currently available.

A primary tumour’s dissemination to a second organ is the result of a long process made of
numerous cross-linked steps. The final outcome of this process depends on the intrinsic
properties of tumour cells as well as the host response. Recently, it has been shown that the
chemokine-chemokine receptor pairs (initially described as regulating the leukocyte

migration) play crucial roles in the various stages involved in tumour progression.

The aim of the research project developed during my PhD was to assess the use of the
chemokines and their receptors in new therapeutic strategies to block and / or eradicate the
hepatic and pulmonary metastases of CRC. Our work has been organized along two main
lines of approach. We have shown that the blockage of the CXCR7 chemokine receptor
enables the limitation of the CRC metastases within the lungs and that the CX3CLI1 gene
transfer into the hepatocytes leads to an efficient anti-tumor response in the CRC metastases

within the liver.

Key words: colorectal cancer, metastases, chemokines/chemokine receptors,

preclinical studies
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PREAMBULE

Mon travail de these a été réalisé dans 1’équipe du Dr Heidy Schmid-Antomarchi intitulée
‘roles des chimiokines dans les pathologies tumorales et métastatiques’ (unit¢ INSERM U576
dirigée par le Pr Alain Bernard) puis dans I’équipe ‘Bio-Ingénierie et Physiopathologie Ostéo-
Articulaire’ (BIPOA) du Dr Jean-Claude Scimeca (unit¢ CNRS FRE3472 dirigée par le Dr
Jacques Barhanin). L’équipe a pour objectif de déterminer si certains couples de
chimiokines/récepteurs peuvent constituer des cibles pertinentes dans des stratégies
thérapeutiques anticancéreuses. Lors de ma thése, je me suis plus particuliérement intéressée au
cancer colorectal (CCR) et a ses métastases hépatiques et pulmonaires. Les chimiokines et leurs
récepteurs forment un réseau complexe d’interactions moléculaires et interviennent dans de
nombreux processus biologiques et pathologiques. Au cours du développement tumoral, les
chimiokines portent une double casquette pro-tumorale et anti-tumorale qui est définie en fonction
(i) des chimiokines mises en jeu, (ii) du processus biologique considéré mais aussi (iii) du
microenvironnement dans lequel celui-ci se déroule. Les projets développés au cours de ma thése
avaient pour objectif de définir de nouvelles stratégies anticancéreuses basées sur 1’utilisation des
propriétés anti-tumorales de certaines chimiokines ou au contraire sur le blocage des effets pro-
tumoraux de ces molécules. Nous nous sommes ainsi intéressées d’une part, aux effets du blocage
du récepteur de chimiokines CXCR7 (effet pro-tumoral des chimiokines) dans les traitements des
métastases hépatiques et pulmonaires des CCRs et d’autre part, aux effets de I’administration du
géne codant la chimiokine CX3CLI1 (effet anti-tumoral des chimiokines) dans les traitements des

métastases hépatiques des CCRs.

L’introduction de ce mémoire présentera dans un premier temps les éveénements
génétiques impliqués dans le développement du cancer colorectal ainsi que les processus
biologiques et les acteurs mis en jeu lors de ce développement. La deuxiéme partie de cette
introduction présentera les chimiokines et leurs récepteurs, ainsi que leurs fonctions dans la
biologie du cancer. Cette deuxieme partie sera également I’occasion de détailler I’implication de
certains leucocytes dans la progression tumorale. Enfin dans une troisiéme partie, les éléments en
faveur de I’utilisation des chimiokines et de leurs récepteurs dans les stratégies thérapeutiques
anticancéreuses seront mis en lumicre. Je présenterai ensuite successivement les résultats obtenus
dans deux études précliniques (« CXCR7» et « CX3CLI1 ») et terminerai enfin par les

conclusions et les perspectives générales de mon travail de these.
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INTRODUCTION



I. Le cancer colorectal

A. Histologie du gros intestin

Le gros intestin, constitu¢ du coélon et du rectum, est le dernier segment du tube digestif.
Ses fonctions principales sont I’absorption de l'eau et des électrolytes issus du bol alimentaire

ainsi que I’¢limination des déchets.

Comme I’ensemble du tube digestif, le tissu colique se divise en une muqueuse, une sous-

mugqueuse, une musculeuse et une séreuse (Figure 1).

Figure 1 : Schéma
simplifié du tube digestif

Canal excréteur d'une
glande extra-murale

La muqueuse du tube Bisdion:
digestif est composée d’un Muqueuse{ Epithélium
épithélium et d’un tissu
conjonctif (appelé chorion),
tous deux séparés par une
lame basale. e
D’apreés le cours PC2 « Le
tube digestif» du Dr
Ladoire S, (Dijon, octobre \yl:zg‘rf;f‘;e
2011)

Glandes
intramurales

Musculaire muqueuse
Cellules des

Sous-muqueuse plexus nerveux

Musculeuse -
— Adventice ou Séreuse

La muqueuse colique présente des glandes tubuleuses droites serrées, appelées cryptes de
Lieberkiihn, invaginées en forme de doigts vers la paroi musculaire. Le c6lon, contrairement a
I’intestin gréle ne présente pas de villosités. La muqueuse colique comporte un épithélium
prismatique simple contenant des cellules caliciformes (cellules @ mucus ou cellules de gobelet),
des entérocytes (ou colonocytes), des cellules entéroendocrines et des cellules souches (Figure 2).
La muqueuse du rectum est similaire a celle du colon, avec une abondance plus prononcée des

cellules a mucus (Todaro et al., 2010).
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Les cellules souches permettent un renouvellement rapide de 1’épithélium intestinal ; avec
un renouvellement cellulaire en 3 a 5 jours. Les cellules souches, localisées au fond des cryptes,
sont capables de s’auto-renouveler (division symétrique produisant deux cellules filles identiques)
ce qui leur permet de maintenir leur pool constant. Les cellules souches sont également des
cellules multipotentes ; leur division asymétrique conduit a la production de cellules filles
capables de générer tous les types cellulaires de I’intestin. Ces cellules filles sont des cellules
immatures dites « de transit » capables de se diviser, et qui se différencient en migrant vers le haut
de la glande jusqu’a leur exfoliation dans la lumiére intestinale (Todaro et al., 2010). Le maintien
de I’homéostasie de ce tissu repose sur un équilibre dynamique entre les différents processus
cellulaires (prolifération, différenciation, migration, apoptose...) et requiert des mécanismes de

controle précis (van der Flier and Clevers, 2009).

Gros intestin

it

vl

\EECARMO

g

YV

NN

Cryptesde .~ :
Lieberkiihn

>
5\

Lamina propria

-

Musculaire muqueuse

Sous-muqueuse .
Nodule lymphoide

Cellule entéroendocrine

D’aprés le cours PC2 « Le tube digestif » du Dr Ladoire S, (Dijon, octobre 2011)

Figure 2 : La muqueuse colique
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B. Développement du cancer colorectal

Les cancers colorectaux (CCRs) regroupent les cancers du colon et les cancers du rectum.
IIs surviennent dans I’extréme majorit¢ des cas (96%) au niveau des glandes de la muqueuse

intestinale ; ce sont des cancers glandulaires ou dits « adénocarcinomes ».

Dans 80% des cas, les CCRs se développent a partir de polypes adénomateux préexistants.
Les polypes sont des tumeurs bénignes qui, progressivement, peuvent évoluer vers une tumeur
maligne (~5% des polypes) en suivant la séquence adénome-carcinome (Midgley and Kerr, 1999).
Un adénome est considéré comme malin lorsque les cellules épithéliales néoplasiques franchissent
la lame basale de la muqueuse et infiltrent la sous-muqueuse. Bien que les CCRs surviennent
fréquemment a partir de polypes, tous ne vont pas se transformer en tumeur maligne. On ne peut
¢galement pas exclure 1’apparition de cancer de novo sur une muqueuse intestinale saine (Ponz de

Leon and Di Gregorio, 2001).

i. Les altérations génétiques

Les adénocarcinomes coliques résultent d’altérations génétiques irréversibles dans les
cellules de 1’épithélium colique. Lors de la transformation maligne, les cellules vont subir une
accumulation séquentielle d’altérations génétiques qui vont dépasser les mécanismes de controle
de la cellule lui apportant des avantages de prolifération et de survie supérieurs aux cellules
épithéliales normales (Hanahan and Weinberg, 2000). Les cellules tumorales se caractérisent par
des mutations ponctuelles au sein de leurs génes, ainsi que par une instabilit¢ génomique

importante ; toutes deux conduisant a I’altération de 1’expression de certains génes.

Parmi les CCRs, on distingue les formes sporadiques (fortement majoritaires) des formes
familiales (ou héréditaires) qui surviennent chez les individus porteurs de prédispositions
génétiques. Dans les CCRs sporadiques, on reléve les altérations génétiques uniquement dans les
cellules somatiques. En revanche, dans les formes héréditaires, on retrouve des altérations dans les
cellules germinales, les cellules tumorales présentant ces mémes altérations accompagnées de

nombreuses autres modifications de novo.

1. L’instabilité génomique

L’instabilité génomique dans le cancer colorectal peut étre due a trois mécanismes
majeurs que sont I’instabilit¢é chromosomique, I’instabilité microsatellitaire et le phénotype

hyperméthylé des ilots CpG. Ces trois voies ne sont pas mutuellement exclusives, et 1’on peut

17



observer dans une tumeur colique plusieurs de ces phénotypes.

L’instabilité chromosomique (chromosomal instability ou CIN) se traduit par des gains ou
des pertes de chromosomes dans leur entier ou de larges fractions de chromosomes. La CIN a
notamment pour conséquences un déséquilibre du nombre de chromosomes (aneuploidie) et une
fréquente perte d’hétérozygotie (Loss of Heterozygosity ou LOH) (Pino and Chung, 2010). La
CIN est I’instabilité génomique la plus fréquemment observée dans les CCRs ; avec une CIN dans
65 a 70% des CCRs sporadiques (Lengauer et al., 1998). Ainsi, le gain des chromosomes 7p, 7q,
8q, 13q, 20p et 20q, et la perte des chromosomes 8p, 18p et 18q - dans les CCRs - influencent

I’expression des genes localisés sur ces chromosomes (Habermann et al., 2007).

L’instabilité microsatellitaire (microsatellite instability ou MSI) se caractérise par un
nombre important de mutations dans les s€quences des microsatellites (séquences d’ADN formées
par la répétition continue de 1 a 4 nucléotides). La MSI est observée dans environ 15% des
CCRs ; avec 3% des MSI associées au syndrome de Lynch (c¢f. §1.B.ii) et 12% retrouvées dans les
cancers sporadiques. La MSI est due a un déficit dans le systtme de réparation des
mésappariements de ’ADN (DNA mismatch repair system ou MMR system). Le systtme MMR
est constitué d’une famille d’enzymes qui détectent et réparent les erreurs de réplication de I’ADN
en phase S. Ainsi la mutation des genes MMR que sont msh2, mlhi, pmsl, pms2 et gtb/msh6
conduit a un phénotype MSI (opposé au phénotype MSS ou microsatellite stable). On note par
exemple que la perte de la protéine MLH1 conduit a la perte totale de 1’activitt MMR (Boland
and Goel, 2010). L’inactivation du systtme MMR empéche donc la correction des erreurs lors de
la réplication de I’ADN, ce qui est a I’origine d’un phénotype mutateur (favorisant la survenue

d’¢éléments oncologiques ultérieurs).

Le phénotype méthylateur des ilots CpG (CpG Island Methylator Phenotype ou CIMP)
consiste en I’hyperméthylation des ilots CpG de certains promoteurs entrainant I’extinction des
génes régulés par ces promoteurs. Cette altération épigénétique est notamment a 1’origine du
phénotype MSI dans les CCRs sporadiques avec I’hyperméthylation du promoteur du gene mlhl
(Boland and Goel, 2010).

Cette instabilité génomique des cellules tumorales est rendue possible par un défaut de
réponse aux dommages a I’ADN. En effet, dans une cellule normale, lors de 1’apparition
d’altérations génétiques irréversibles, des mécanismes de controle font entrer la cellule en
sénescence ou en apoptose. Pour exemple, le facteur de transcription TP53, qui contrdle I’arrét du
cycle cellulaire et I’apoptose, a directement été¢ impliqué dans cet échappement avec une perte de

fonction de TP53 dans 50 a 75% des CCRs (Leslie et al., 2002).
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2. Les mutations ponctuelles

Dans leurs travaux publiés en 2007, le groupe de Vogelstein a montré qu’une tumeur
colique présentait environ 80 mutations différentes (mutations ponctuelles non synonymes, CCRs
avec microsatellites stables). Certains génes mutés sont communément partagés par les tumeurs
analysées dans cette étude (apc, kras, tp53, pik3ca, fbxw?7, ...). En revanche, la majorité des génes
relevés sont mutés chez moins de 5% des individus. Les auteurs en concluent que le paysage du
génome du cancer se caractérise par quelques « montagnes » de génes trés souvent mutés et un
nombre beaucoup plus grand de « collines » de geénes plus rarement mutés (Wood et al., 2007)
(Figure 3). Autrement dit, seules quelques mutations sont communes a la majorité des CCRs, et

chaque tumeur présente une combinaison unique d’altérations génétiques.

D’aprés Wood LD et al, Science (2007)
318(5853):1108-13

Figure 3 : Carte a deux dimensions des génes mutés dans les cancers colorectaux

Le paysage du génome du cancer se caractérise par quelques « montagnes » de génes mutés dans la
majorité des tumeurs et par de trés nombreuses « collines » de génes peu fréquemment mutés.

Il est & noter que parmi ces mutations, on distingue des mutations « conductrices » qui
apportent, directement ou indirectement, un avantage sélectif de croissance a la cellule et des
mutations « passagéres » qui sont sans effet sur le processus néoplasique (Vogelstein et al.,

2013).

Dans une étude récente, le nombre de mutations dans certaines tumeurs de tissus a
renouvellement rapide (tel que le colon) a été directement corrélé a 1’age du patient. Cette
corrélation implique, selon les auteurs, que plus de la moitié des mutations identifiées dans ces
tumeurs surviennent dans la phase pré-néoplasique. Ces mutations pré-néoplasiques seraient des
mutations « passageres », expliquant le fait qu’un patient agé de 90 ans présente deux fois plus de
mutations qu’un patient de 45 ans atteint d’une tumeur colorectale morphologiquement identique

(Tomasetti et al., 2013).
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' N
Génes Type de mutations Voie de signalisation D'apres .

braf mutations ponctuelles (activent une activité kinase) RAS
cenel (Cycline E) amplification génique Wnt/APC/B-caténine Fearon ER, Annu Rev Pathol.
cdk8 amplification génique Wnt/APC/B-caténine (2011) 6:479-507
cmyc amplification génique (8q24) Wnt/APC/B-caténine
Eﬁ ctnnbl (Bcaténine) |mutations ponctuelles et délétion en phase Wnt/APC/B-caténine
5 egfr amplification génique PI3K, RAS Cancer Genome Atlas
g [erbb2 amplification génique (17q21.1) PI3K, RAS Network (2012)
% igf2 amplification génique (11p15.5) PI3K 487(7407):330-7
Q |kit (c-kit) mutations ponctuelles PI3K, RAS, STAT
kras mutations ponctuelles RAS et
nras mutations ponctuelles RAS
[pdgfr mutations ponctuelles PI3K, RAS
pik3ca mutations ponctuelles (activent une activité kinase) PI3K VOgelStein B et al, Science

(2013) 339(6127):1546-58

décalage de phase (frameshift), mutations ponctuelles, délétions ou perte allélique, mutation

'APC/B-caténi
y ape germinale dans FAP WntAPC/B-caténine
EJ atm mutations ponctuelle (kinase qui active et phosphoryle tp53) Controle des dommages a ADN
= |fbxw7 mutations non sens, mutations faux sens ou délétions Wnt/APC/B-caténine
E mutations ponctuelles ou hyperméthylation du promoteur (CCR sporadique), mutation R <
m |mihl germinale dans HNPCC Contrdle des dommages a TADN
a Tmin:
(é msh2 mutations ponctuelles, mutation germinale dans HNPCC Controle des dommages a ADN
=] T -
= |pten délétions ou mutations non-sens PI3K
é smad2 mutations non-sens, délétions ou perte allélique TGF(
E smad3 mutations non-sens, délétions TGFpB
g smad4 mutations non-sens, mutations faux-sens ou perte allélique (18q) TGFB
: tcf711 (TCF3) translocation chromosomique avec fusion a nav2 Wnt/APC/B-caténine
E tcf712 (TCF4) décalage de phase (frameshift) ou délétion locale avec fusion a vtila Wnt/APC/B-caténine
5 tgfbr2 décalage de phase (frameshift) ou mutations non-sens TGFB
53 mutations ponctuelles ou deletion du chromosome 17p (perte allélique) Controle des dommages a ADN
vhi mutations ponctuelles PI3K, RAS, STAT

Tableau 1 : Les oncogénes et les génes suppresseurs de tumeurs dans le cancer colorectal

Liste non exhaustive des oncogenes et génes suppresseurs de tumeurs décrits dans le cancer colorectal. Ces geénes sont altérés par des mutations ponctuelles
(non-sens ou faux-sens), des délétions (alléliques ou chromosomiques), des amplifications, etc... Tous ces génes sont impliqués dans les voies de signalisation

telles que les voies Wnt/APC, TGFf, RAS et PI3K. Hereditary Non Polyposis Colorectal Cancer (HNPCC) ; Polypose Adénomateuse Familiale (FAP)
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3. Les oncogénes et les génes suppresseurs de tumeur du cancer colorectal

L’ensemble des altérations génomiques (mutations ponctuelles, altérations du nombre de
copies de geénes, translocations, modifications épigénétiques) conduit le processus de
tumorigenese en modifiant des génes qualifiés de proto-oncogeénes ou de génes suppresseurs de
tumeurs ; les altérations génétiques entrainent 1’activation des proto-oncogenes (devenus
oncogenes), et I’inactivation des génes suppresseurs de tumeurs. On définit les oncogenes et les
genes suppresseurs de tumeurs comme des génes dont les mutations « conductrices » apportent un
avantage sélectif de croissance aux cellules tumorales. Ainsi, dans le cancer colorectal de
nombreux geénes ont été identifiés pour étre soit des oncogenes, soit des geénes suppresseurs de
tumeurs (Tableau 1) (Cancer Genome Atlas Network, 2012; Fearon, 2011; Vogelstein et al.,
2013).

Les oncogenes peuvent coder pour des facteurs de croissance ou leurs récepteurs, des
molécules de signalisation, des modulateurs du cycle cellulaire, et autres facteurs qui régulent la
prolifération et la survie des cellules. Les génes suppresseurs de tumeurs quant a eux maitrisent la
prolifération et la croissance cellulaire, les points de contrdle du cycle cellulaire, la mobilité,
I’invasion, ou autres fonctions liées a la différenciation cellulaire normale (Boland and Goel,

2010).

Du fait de son implication majeure dans la polypose adénomateuse familiale (§7.B.ii), le
geéne suppresseur de tumeur le plus étudié dans le cancer colorectal est le géne apc (Adenomatous
Polyposis Coli). La mutation du geéne apc semblerait étre un éveénement précoce du
développement des adénomes. Contrairement a d’autres génes mutés dans le cancer colorectal, la
fréquence de mutation du gene apc est la méme dans les petits adénomes que dans les adénomes
avancés et les carcinomes. Les mutations du géne apc sont retrouvées dans les 1ésions précoces
incluant les adénomes microscopiques. Parmi les adénomes et les carcinomes colorectaux
sporadiques, 70 a 80% présentent des mutations somatiques du geéne apc qui I’inactivent (les deux
alleles du gene apc sont inactivés) (Fearon, 2011). La protéine APC est un partenaire de liaison et
un régulateur de la [3-caténine dans la voie de signalisation Wnt dépendante de la [3-caténine
(Figure 4). Dans approximativement 80% des CCRs dans lesquels les deux alleles du gene apc
sont inactivés, la phosphorylation coordonnée et la dégradation de la -caténine sont perturbées.
En I’absence de la protéine APC, la [3-caténine est stabilisée et les génes cibles de la voie Wnt
sont activés. La voie de signalisation Wnt est un élément clef de I’homéostasie intestinale et est

essentielle pour une prolifération efficace dans les cryptes intestinales (Fevr et al., 2007). Parmi
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D’apreés Fearon ER, Annu Rev Pathol. (2011) 6:479-507

Figure 4 : Modeéle de la voie de signalisation Wnt dépendante de la B-caténine

a) La protéine APC, ainsi que la GSK3p, I’ Axin, et la CK1a, forment une partie d’un complexe dit de
destruction. Ce complexe phosphoryle la B-caténine en N-terminal au niveau de résidus sérine et
thréonine conservés. Cette phosphorylation crée un motif de reconnaissance pour la protéine BTrCP ;
membre d’un complexe ubiquitin ligase. Ce dernier induit la polyubiquitination de la -caténine,
conduisant a la dégradation de celle-ci par le protéasome. Ainsi, dans la plupart des cellules, les
niveaux de B-caténine libre sont finement régulés. La transcription de génes cibles régulés par le TCF
est réprimée par ’interaction entre le TCF et les protéines répressives de la famille TLE.

b) Lors de la liaison des ligands Wnt a un complexe récepteur constitu¢ d’un membre de la famille
Frizzled (Fz) et d’un membre de la famille LPR, le complexe de destruction est inhibé en partie par le
recrutement de 1’Axin au récepteur LPR, et en partie par ’action de Dvl sur la GSK3[. Similaire a
I’action des ligands Wnt, les mutations inhibitrices des protéines APC ou Axin, ou bien les mutations
des sites conservés de phosphorylation de la -caténine peuvent mener a I’accumulation de -caténine
libre. Lorsque les niveaux de B-caténine libre sont élevés, la B-caténine peut entrer dans le noyau et
activer la transcription de génes cibles régulés par le TCF tel que le proto-oncogene c-myc.

Abréviations : glycogen synthase kinase (GSK3f) ; casein kinase 1 a (CKla) ; B-transducin repeat-containing
protein (BTrCP) ; T cell factor (TCF) ; transducin-like enhancer of split (TLE) ; low-density lipoprotein receptor-
related protein (LPR) ; didheveled (Dvl).
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les geénes activés de la voie Wnt, le géne le plus crucial est probablement le proto-oncogene c-
myc. Le facteur de transcription c-myc régule 1’expression de geénes cibles impliqués dans divers
processus cellulaires tels que I’apoptose, la progression du cycle cellulaire, la croissance cellulaire
et la réplication de I’ADN (Dang et al., 2006; Pelengaris et al., 2002). Au travers des génes qu’elle
régule, la protéine c-myc participe a la progression tumorale des CCRs (Myant and Sansom,
2011). Par ailleurs, I’altération de la protéine APC, en plus des modifications transcriptionnelles
qu’elle entraine dans la voie Wnt/B-caténine, engendre des modifications a la périphérie des
cellules tumorales, notamment dans les processus d’adhésion cellule-cellule et de migration

cellulaire (Burgess et al., 2011).

4. Les voies de signalisation impliquées dans la progression tumorale

L’ensemble des oncogeénes et des génes suppresseurs de tumeurs identifiés dans les
cancers participe a des voies de signalisation qui sont perturbées lors du processus tumoral. Plus
précisément, une analyse des mutations « conductrices » dans plusieurs types de tumeurs (colon,
poumons, mélanome, pancréas, sein, leucémie, etc...) a montré que toutes ces mutations
survenaient dans des genes impliqués dans un nombre restreint de voies de signalisation bien
connues. Les génes mutés sont ainsi impliqués dans une ou plusieurs des 12 voies de signalisation
répertoriées dans la Figure 5. Dans le cancer colorectal, les voies de signalisation Wnt/APC,
PI3K, MAPK-RAS et TGFf3 (Tumor Growth Factor) sont particuliérement concernées et nombre
de leurs acteurs présentent des altérations génétiques (Tableau 1, Figure 6). De plus, les 12 voies
de signalisation mises en évidence peuvent elles-mémes éEtre associées a trois catégories
d’avantages apportés a la cellule tumorale : - le destin cellulaire (« cell fate »), - la survie et - le
maintien du génome (Figure 5) (Vogelstein et al., 2013).

Figure S5: Les voies de signalisation

impliquées dans les cellules cancéreuses et
les processus cellulaires qu’elles régulent

Toutes les mutations conductrices mises en
¢vidence dans I’étude de Vogelstein peuvent
étre répertoriées dans une ou plusieurs des 12
solective LE voies de signalisation placées dans le cercle du
growth 2 milieu. Ces mutations conferent aux cellules
advantage B tumorales un avantage sélectif de croissance.
. Les 12 voies de signalisation peuvent elles-
mémes Etre organisées en trois processus
cellulaires, représentés dans le cercle extérieur.

D’aprés Vogelstein B et al, Science (2013)
339(6127):1546-58
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Figure 6 : Modele des voies de signalisation impliquées dans le cancer colorectal

Les oncogeénes et les génes suppresseurs de tumeurs exercent leurs fonctions au sein d’un nombre
restreint de voies de signalisation. Dans le cancer colorectal, les principales voies de signalisation
altérées sont les voies Wnt/APC, TGFf, PI3K et MAPK-RAS. Tous les oncogenes et les génes
suppresseurs de tumeurs de ce modeéle ne sont pas dérégulés dans une méme tumeur mais ils ont tous
¢té montrés pour 1’étre dans une proportion non négligeable de CCRs.

1) Le destin cellulaire

Le devenir d’une cellule est déterminé par la balance entre « division» et
« différenciation ». Dans le cancer, de nombreuses altérations génétiques perturbent 1’équilibre
entre ces deux processus cellulaires en faveur de la division cellulaire ; les cellules différenciées
étant plus susceptibles de mourir ou de devenir quiescentes. La voie de signalisation Wnt / APC,
largement altérée dans le cancer colorectal, participe notamment au changement de destin de la

cellule tumorale.

2) Lasurvie

Les modifications génétiques introduites dans les cellules tumorales leur permettent de
proliférer dans des conditions de concentrations faibles en nutriments (mutations des genes egfr,
erbb2, pdgfr, tgffr2, kit, ras, raf, pik3ca et pten), et dans des conditions de concentrations en

glucose plus faibles que celles nécessaires aux cellules normales (mutations des génes kras ou
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braf). La progression dans le cycle cellulaire, et donc 1’entrée en apoptose sont altérées par la
mutation de genes tels que c-myc. Enfin, la survie cellulaire est augmentée par la stimulation de
I’angiogénése suite a des mutations dans le géne vh/ (entrainant la sécrétion de facteurs de

croissance endothéliaux vasculaires).

3) Le maintien du génome

Comme ¢énoncé précédemment, dans des conditions saines, les cellules ayant subi des
altérations génomiques sont éliminées de I’organisme grace a des points de contrdle lors du cycle
cellulaire. Dans les cellules tumorales, les mutations des geénes 53 et atm abrogent ces points de
contrdle. De plus, les altérations des genes mlhl et msh2 (systtme MMR) entrainent une
augmentation du taux de mutations ponctuelles dans la cellule tumorale. L’accélération de
I’acquisition de mutations est en faveur de la cellule tumorale en orientant son destin et en lui

apportant un gain de survie.

ii. Les formes héréditaires

Bien que les formes sporadiques soient majoritaires, 2 a 5% des cancers colorectaux
surviennent dans le cadre de syndromes héréditaires bien définis, avec la transmission a la
descendance de mutations dans les cellules germinales. Ces syndromes sont associ¢s a des risques
¢levés de CCRs. La Polypose Adénomateuse Familiale (PAF) et le syndrome de Lynch

représentent les deux syndromes les plus fréquents.

1) La polypose adénomateuse familiale

La Polypose Adénomateuse Familiale (PAF) est le syndrome le plus connu de
prédisposition héréditaire au cancer colorectal, elle représente ~0,5% de I’ensemble des CCRs
(Fearon, 2011). La PAF se définie par une polypose (présence de 100 a 1000 polypes) au niveau
du cdlon chez au moins un membre de la famille. En I’absence de traitement chirurgical des
polypes, tous les patients ayant une PAF classique développeront inéluctablement un cancer
colorectal (Galiatsatos and Foulkes, 2006). Ce syndrome est dii & une mutation germinale sur le
gene suppresseur de tumeur apce (Jasperson et al., 2010). Il se transmet a la descendance sur un
mode autosomal dominant, cependant jusqu’a 25% des cas de PAF sont dus a des mutations de
novo dans les cellules germinales et ne sont donc pas hérités (Galiatsatos and Foulkes, 2006). Par
ailleurs, il existe également des formes atténuées de la PAF, avec un nombre variable de polypes
adénomateux inférieur a 100. La localisation des mutations sur le géne apc a alors été corrélée au
degré de sévérité de la polypose colique et au risque de développer un CCR (Nieuwenhuis and

Vasen, 2007).
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2) Le syndrome de Lynch

Le cancer colorectal héréditaire non polyposique (ou Hereditary Non Polyposis Colorectal
Cancer, HNPCC), encore appelé syndrome de Lynch, est la forme la plus fréquente de
prédisposition héréditaire au cancer colorectal ; les HNPCC représentant 2 a 4% de tous les CCRs
(Hampel et al., 2008). Ce syndrome HNPCC initialement décrit en 1913 par Warthin, puis
complété par Lynch en 1966 (Lynch et al., 1966) correspond aux critéres d’ Amsterdam rapportés
par le consortium international sur le syndrome HNPCC en 1990 (Vasen et al., 1991). Ces critéres
ont ¢t¢ modifiés en 1998 (Vasen et al., 1999) afin d’intégrer le spectre tumoral du syndrome

HNPCC.

Critéres d’ Amsterdam :

- Au moins trois sujets atteints de cancers appartenant au spectre étroit du syndrome HNPCC
(cancer colorectal, endometre, intestin gréle, voies urinaires, estomac, ovaire, voies biliaires)
et histologiquement prouveé ;

- Unis deux a deux par un lien de parenté au premier degré sur deux générations ;

- Un des cancers au moins s’étant déclaré avant 1’age de 50 ans.

Les individus atteints du syndrome de Lynch présentent un risque compris entre 50 et 80%
de développer un cancer colorectal au cours de leur vie. Il s’agit d’'un syndrome autosomal
dominant di a la mutation des génes MMR dans les cellules germinales (Jasperson et al., 2010) ;
ces mutations se traduisant par un phénotype MSI. Les mutations des génes msh2 et mihl
rassemblent ainsi 70% des mutations connues dans le syndrome HNPCC (Fearon, 2011). Enfin,
bien que le syndrome HNPCC ne soit pas associ¢ a une polypose, ces cancers colorectaux

résultent également de la dégénérescence de polypes adénomateux.

Les altérations génétiques décrites précédemment menent a la transformation des cellules
normales en cellules néoplasiques. Les mécanismes de controle des cellules sont alors dépassés,
les cellules tumorales proliferent de fagcon anarchique et forment une masse tumorale au niveau de
la muqueuse colique. Cette masse tumorale va ensuite tendre a se développer, les cellules
tumorales vont envahir les tissus voisins, voire se propager dans 1’organisme pour former une
métastase. Cependant, le succeés de cette progression tumorale dépend du succeés de nombreux
autres processus cellulaires indispensables au développement tumoral. Les cellules cancéreuses

vont notamment devoir se fournir en nutriments, survivre a I’hypoxie, se mouvoir dans les tissus
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et la circulation sanguine et déjouer le systéme immunitaire de [’hote. L’avancement des
connaissances ces vingt derniéres années a été conséquent pour la compréhension de tous ces
processus. Il est maintenant évident qu’ils dépendent tous, a la fois des propriétés intrinséques des
cellules tumorales, et a la fois d’interactions étroites et complexes entre les cellules tumorales et le
reste des cellules de I’organisme. Parmis toutes les étapes du développement tumoral, les parties
suivantes s’intéresseront uniquement a deux processus clés que sont I’angiogénese et la formation

des métastases.

iili. L’angiogénése tumorale

Au début de la progression tumorale, que ce soit dans une tumeur solide primaire ou
secondaire, la masse cellulaire formée est avasculaire. De facon similaire aux tissus sains, la
vascularisation du tissu tumoral est nécessaire a son oxygénation, a son approvisionnement en
nutriments et a I’élimination des déchets cellulaires produits par la tumeur (Papetti and Herman,
2002). Les cellules cancéreuses survivent donc initialement en profitant de la vascularisation
existante dans son environnement proche (Holash et al., 1999). Cependant, lorsque le centre de la
tumeur est trop €loigné des vaisseaux sanguins préexistants, les cellules cancéreuses en hypoxie
vont induire la formation de nouveaux vaisseaux sanguins a partir des capillaires préexistants. Le
processus cellulaire mis en ceuvre mime I’angiogénese des tissus sains (Figure 7) (Bergers and
Benjamin, 2003; Nussenbaum and Herman, 2010; Papetti and Herman, 2002) . L’angiogénese est
un processus hautement régulé par 1’équilibre entre des molécules proangiogéniques et des
molécules anti-angiogéniques (ou angiostatiques). Dans la tumeur, la balance entre ces deux types
de molécules est fortement déséquilibrée en faveur des molécules angiogéniques, ce qui aboutit a
un « switch angiogénique ». La tumeur ne synthétisera ses propres capillaires qu’apres la
survenue de ce switch (Bergers and Benjamin, 2003; Carmeliet and Jain, 2000; Hanahan and
Folkman, 1996). Alors que dans des conditions physiologiques normales, I’angiogénése est suivie
d’une phase de stabilisation, 1’angiogénése tumorale est quant a elle continue aboutissant, a un

réseau vasculaire anormal (Owen and Mohamadzadeh, 2013).

Par ailleurs, il est a noter que la formation de ces nouveaux vaisseaux sanguins est
¢galement un moyen pour les cellules tumorales de s’échapper de la tumeur primaire et d’entrer
dans la circulation sanguine ; la dissémination hématogéne permettant la formation des tumeurs

secondaires.

27



Etape 1 Etape 2 Etape 3
VEGF

Cellule
endothéliale

Membrane basale —>

Péricytes —7

Vaisseau
préexistant
de I'héte A

Fusion

Colonne
de migration

Etape 4

Matrice extracellulaire

D'apres Bergers G, Benjamin LE, Nat Rev Cancer (2003) 3(6) :401-10

Figure 7 : Mécanismes impliqués dans I’angiogénése tumorale

L’angiogénése tumorale consiste en la formation de nouveaux vaisseaux sanguins a partir des
vaisseaux préexistants de 1’hote. Tout d’abord, sous l’action du VEGF (et autres facteurs
angiostatiques), les cellules murales qui recouvrent la paroi externe de 1’endothélium (péricytes) se
détachent des vaisseaux préexistants qui se dilatent, contribuant ainsi a 1’augmentation de la
perméabilité¢ des capillaires (étape 1). S’ensuit une dégradation locale de la membrane basale de
I’endothélium et de la matrice extracellulaire. Des protéines plasmatiques sont libérées et induisent la
formation d’une matrice provisoire sur laquelle les cellules endothéliales peuvent se mouvoir (étape
2). Les cellules endothéliales, en réponse a des agents chémo-attractants, migrent alors dans 1’espace
périvasculaire ou elles proliférent et forment deux colonnes paralléles de migration (étape 3). La
fusion des deux tubes distincts va refermer le circuit vasculaire et conduit a la formation d’un
microvaisseau instable. Enfin, des cellules mésenchymateuses sont recrutées sur le néovaisseau ou
elles se différencient en péricytes. Le contact entre les péricytes et les cellules endothéliales stabilisent
le nouveau vaisseau (étape 4). L’angiogénése tumorale aboutit a la formation de lits capillaires
fonctionnels dans lesquels le sang peut circuler.

VEGF = Vascular Endothelial Growth Factor
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iv. Les métastases

Une des caractéristiques majeures du cancer est sa capacit¢ a se propager dans
I’organisme. Certaines cellules tumorales vont quitter leur site d’origine (la tumeur primaire) pour
se loger dans un autre organe et former une métastase (tumeur secondaire). Le cancer ne doit donc
pas étre considéré comme spécifique d’un organe mais plutét comme une maladie systémique.
Alors que les tumeurs primaires, notamment dans le cancer colorectal, sont traitées avec succes,
les métastases sont responsables de 90% des déces liés au cancer (métastases synchrones a la
tumeur primaire lors du diagnostic ou récidives avec métastases a distance). La compréhension
des lois qui gouvernent le développement métastatique est donc un véritable challenge pour

permettre la mise en place de traitements plus efficaces contre ces tumeurs secondaires.

tumeur primaire
QOCellules normales / tumorales
=1 Membrane basale
MEC

MEC remodelée

“i23E., Angiogénese future

* Vaisseaux sanguins délimités

par les cellules endothéliales

D'apres Geiger TR and Peeper D,. Biochimica et Biophysica Acta (2009) 1796:293-308

Figure 8 : La cascade métastatique

La formation des métastases est un processus multi-étapes qui comprend 1) La perte d’adhérence des
cellules cancéreuses de la tumeur primaire et leur acquisition de propriétés invasives. 2) La
dégradation de la membrane basale et le remodelage de la matrice extracellulaire (MEC) par des
protéases facilitant I’invasion des cellules tumorales. 3) L’envahissement des tissus voisins de maniére
isolée (3a) ou en groupe (3b). 4) L’intravasation des cellules cancéreuses dans des vaisseaux sanguins
néoformés dans, ou proches, de la tumeur. 5) Le transport des cellules tumorales dans la circulation
sanguine et leur arrét dans les lits capillaires ou 6) elles sortent des vaisseaux (extravasation). 7) Une
fois sorties des vaisseaux, les cellules cancéreuses peuvent rester dormantes plusieurs années. 8)
Eventuellement, certaines cellules disséminées proliférent et forment une métastase nécessitant le
remodelage de la MEC et I’angiogénése.
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La formation des métastases est un processus multi-étapes ou chacune d’entre elles doit
étre accomplie avec succés pour aboutir a la formation d’une métastase (Figure 8). Ainsi, les
cellules de la tumeur primaire vont successivement :

o se détacher du support original et de leurs cellules voisines en perdant leurs propriétés
d’adhérence;

o franchir la lame basale qui délimite 1’épithélium en digérant les protéines qui la constituent a
I’aide de protéases ;

o envahir les tissus voisins ;

o entrer dans la circulation lymphatique ou dans la circulation sanguine (intravasation) ;

o survivre lors du transit dans la circulation sanguine (résister aux forces physiques du flux
sanguin et échapper aux cellules circulantes chargées de la surveillance immunitaire) ;

o s’arréter sur la paroi des vaisseaux sanguins (arrét initial) ;

o traverser ’endothélium (extravasation) pour gagner I’organe ou elles s’implanteront ;

o retrouver des propriétés d’adhérence sur un support afin de permettre 1’ancrage d’une
nouvelle tumeur dans le site secondaire (domiciliation initiale) ;

o survivre et proliférer dans le tissu cible afin de former une micrométastase et

o induire une néoangiogénese pour se développer (macrométastase).

(Geiger and Peeper, 2009; Labelle and Hynes, 2012; Robert, 2013)

Le développement des métastases dans des organes secondaires n’est pas un phénomeéne
aléatoire ; les cellules cancéreuses d’un type de cancer donné sélectionnent des organes cibles
bien déterminés pour former leurs tumeurs secondaires. Alors que les cancers du sein développent
des métastases dans 1’0s, le foie, les poumons ou le cerveau, les cancers colorectaux quant a eux
forment préférentiellement des métastases au niveau du foie et des poumons (Hess et al., 2006).
Au moment du diagnostic, 15 a 25% des patients atteints de CCRs présentent des métastases
hépatiques (métastases synchrones) et entre 25 a 50% des patients sans métastases hépatiques

préalables en développeront par la suite (Rocha and D’ Angelica, 2010).

Il est clairement établi depuis de nombreuses années que les cellules cancéreuses
possedent un tropisme pour des organes cibles en particulier et que ce tropisme est spécifique a la
fois de la tumeur primaire et des organes secondaires (Chambers et al., 2002). La détermination

des organes cibles trouve son explication dans deux théories non exclusives.

Dans un premier temps, il a été mis en évidence que les cellules cancéreuses forment des
métastases dans les organes secondaires en suivant la circulation sanguine. Par exemple, le sang
quittant les lits capillaires du cblon entre dans le systéme porte-hépatique et rejoint les lits

capillaires du foie. Il passe ensuite dans le systéme veineux jusqu’au cceur puis dans les lits
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capillaires pulmonaires. Les cellules cancéreuses sont arrétées dans les lits capillaires qu’elles
rencontrent par une restriction de taille ; les cellules cancéreuses étant généralement plus grosses
que le diametre des petits capillaires (Chambers et al., 2002). Ainsi, dans le cancer colorectal, les

cellules métastatiques se logeront principalement au niveau du foie.

Cependant, des études démontrent que certains organes développent des métastases dans
des proportions supérieures ou inférieures a celles attendues si I’on tient compte uniquement de ce
facteur structurel, suggérant 1’existence d’autres parametres régulant la spécificité tissulaire

métastatique (Weiss, 1992; Weiss et al., 1986).

La deuxiéme explication a la spécificité des métastases a ét€¢ énoncée des 1889 par
Stephen Paget, qui émet pour la premiére fois I’hypothése que 1’établissement de la tumeur
secondaire dans un organe n’est pas dii au hasard mais dépend a la fois de la cellule cancéreuse (la
semence ou « the seed ») et a la fois de I’organe cible (le sol ou « the soil »). Plus précisément,
une cellule cancéreuse ne peut donner naissance a une métastase que si, et seulement si,
I’environnement ou elle se trouve lui est suffisamment favorable (Paget, 1889). Depuis, la théorie
«seed and soil » a été étoffée. Le microenvironnement sur le site métastatique exprime des
molécules d’adhésion, des molécules chémoattractantes, des protéases, des facteurs de survie et
des facteurs de prolifération particuliers qui sont nécessaires a la formation des métastases dans
I’organe ou la cellule cancéreuse s’est arrétée (Geiger and Peeper, 2009; Joyce and Pollard, 2009;

Mendoza and Khanna, 2009).

En somme, la distribution et I’arrét des cellules cancéreuses dans les lits capillaires
qu’elles rencontrent dépendent de mécanismes physiques. En revanche, le développement d’une
métastase au niveau du site d’extravasation dépend des capacités de la cellule cancéreuse (« the
seed ») a se multiplier dans un site favorable (« the soil ») (Chambers et al., 2002). Toutefois, les
modalités dans lesquelles ces deux éléments (« the seed » et « the soil ») deviennent compatibles
restent matiere a discussion: comment la cellule tumorale devient-elle métastatique ? Le
microenvironnement tumoral sur le site métastatique est-il éduqué par la tumeur primaire ?
Comment ? Etc (Geiger and Peeper, 2009; Joyce and Pollard, 2009; Mendoza and Khanna, 2009).
Les interactions moléculaires entre les cellules cancéreuses et le microenvironnement apportent
des ¢éléments de réponses a ces questions et nous en ferons I’exemple avec 1’étude des couples

chimiokines/récepteurs dans la deuxieéme partie de cette introduction.

v. Le microenvironnement tumoral

Si I’étude des cellules cancéreuses (altérations génétiques, protéiques, etc.) a fait 1’objet
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des premicres recherches sur le cancer, les tumeurs sont maintenant appréhendées comme des
tissus a part entiere, complexes et multicellulaires. Les cellules cancéreuses (sur le site primaire
ou dans un organe secondaire) attirent vers elles les cellules du stroma qui les entourent, voire des
cellules a distance (cellules immunitaires) pour former un microenvironnement tumoral. Les
cellules du stroma (fibroblastes, cellules endothéliales, leucocytes infiltrants et autres cellules)
(Figure 9) sont aujourd’hui clairement impliquées dans toutes les étapes de la progression
tumorale. Plusieurs cellules stromales vont non seulement augmenter la croissance de la tumeur
primaire mais également faciliter la progression métastatique dans les organes a distance
(Tableau 2) (Joyce and Pollard, 2009). Le microenvironnement tumoral représente un systéme
complexe d’échanges dynamiques entre les cellules cancéreuses et le reste des cellules de

I’organisme, chacune influengant le devenir de 1’autre.

Fonctions au sein

Types cellulaires Références

du microenvironnement tumoral

Les péricytes sont des cellules murales qui
fournissent un support et des facteurs de survie
Les péricytes aux vaisseaux sanguins. Ils peuvent également (Gerhardtand Semb, 2008)
bloquer la formation métastatique en maintenant
l'intégrité des vaisseaux.

Les plaquettes participent a la progression

métastatique hématogeéne en complétant les (Gay and Felding-
propriétés adhésives des cellules tumorales Habermann, 2011; Labelle
(étape d'extravasation) et en protégeant les
cellules cancéreuses dans la circulation sanguine
de l'activité cytotoxique des cellules NK.

Les plaquettes
and Hynes, 2012)

Les MDSCs inhibent les réponses immunitaires
Myeloid-Derived anti-tumorales médiées par les lymphocytes T.
Elles sont également décrites pour augmenter la (Umansky and Sevko, 2013)
néoangiogéneése et donc stimuler la croissance
tumorale et la formation des métastases.

Suppressor Cells (MDSCs)

Les CSMs augmentent la dissémination des

Les cellules souches , . .. (Ren et al., 2012; Spaeth et
cellules cancéreuses via un mécanisme
mésenchymateuses dépendant des macrophages. Elles sont al., 2008; Uccelli et al.,
(CSMs) ¢galement immunosuppressives en inhibant 2008)

notamment la prolifération des lymphocytes T.

Les cellules NK sont des lymphocytes

Les cellules NK effecteurs du systéme immunitaire inné. IIs (Waldhauer and Steinle,
) présentent une activité cytotoxique pour les

Natural Killer . fe 2008

( ) cellules cancéreuses via l'excrétion de )

perforines-granzymes.

Tableau 2 : Exemples de cellules du microenvironnement jouant un role dans la progression
tumorale et métastatique
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1. Les fibroblastes associés aux tumeurs

Parmi les cellules qui composent le stroma, les fibroblastes sont les cellules les plus
représentées. Les fibroblastes présents dans le microenvironnement tumoral, nommés Carcinoma-
Associated Fibroblasts (CAFs), sont soit des fibroblastes résidents dans le tissu avant le
développement tumoral, soit des fibroblastes issus de la différenciation de différents types
cellulaires tels que les cellules souches mésenchymateuses (Paunescu et al., 2011; Polanska and
Orimo, 2013; Quante et al., 2011). Durant le développement tumoral, les progéniteurs des CAFs
sont recrutés sur le site tumoral ou ils interagissent avec les cellules cancéreuses et acquiérent un
phénotype pro-tumoral (Polanska and Orimo, 2013; Smith and Kang, 2013), on parle d’activation
des fibroblastes. Les CAFs semblent étre impliqués dans de nombreux processus tumoraux
(prolifération, survie, néoangiogénese, immunosuppression, etc.) (Polanska and Orimo, 2013;
Shimoda et al., 2010; Smith and Kang, 2013). Dans le cancer colorectal, les fibroblastes ont été
clairement identifiés comme participant a la promotion de I’invasion tumorale (De Wever et al.,
2004) et a la dissémination métastatique via la voie de signalisation du TGF dans les CAFs

(Calon et al., 2012).

Par ailleurs, les fibroblastes constituent la principale source des composants de la matrice
extracellulaire (MEC) qui soutient I’ensemble des cellules et dans laquelle ces derniéres doivent
se déplacer. La MEC est ¢galement un acteur important du développement tumoral. Elle joue le
role d’échafaudage physique et facilite les interactions entre les cellules cancéreuses et les cellules
du microenvironnement. Bien plus encore, I’interaction entre les molécules d’adhérence des
cellules cancéreuses (telles que les intégrines) et les protéines de la MEC vont réguler la
migration, la prolifération et la survie des cellules tumorales (Lee and Juliano, 2004). Par ailleurs,
lors de I’envahissement des tissus par les cellules cancéreuses, la MEC subit un remodelage qui
entraine la libération de facteurs de croissance et de facteurs proangiogéniques séquestrés dans
celle-ci. Ainsi, les clivages des composants de la MEC tels que la laminine-5 et le collagéne de
type IV peuvent stimuler respectivement la migration cellulaire (Giannelli et al., 1997) et

I’angiogénése (Xu et al., 2001).

2. Les cellules du systéeme immunitaire

Dés I’apparition des premieres cellules cancéreuses dans 1’organisme, des cellules du
systéme immunitaire sont recrutées sur le site tumoral, induisant une réponse immunitaire capable
d’aboutir a I’élimination de la tumeur; c’est la surveillance immunitaire. Cependant, dans

certaines conditions les cellules cancéreuses peuvent échapper a cette réponse immunitaire anti-
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tumorale ; ¢’est 'immunoediting (Dunn et al., 2002, 2004; Vesely et al., 2011). L’immunoediting
peut étre le résultat soit de la modification du profil d’expression protéique des cellules
cancéreuses (les rendant insensibles a la réponse immunitaire) (Browning et al., 1996; Tirapu et
al., 2006; Vesely et al., 2011), soit d’une modulation de la réponse immunitaire elle méme. Dans
ce dernier cas, I’'immunoediting n’est pas seulement le fruit de I’absence d’une immunité anti-
tumorale, mais aussi le résultat d’un ensemble de mécanismes bloque les réponses innées et
adaptatives anti-tumorales et qui engendre des conditions pro-tumorales favorables aux cellules
cancéreuses (promotion de I’invasion cellulaire ou bien encore de 1’angiogénése) (Murdoch et al.,
2008; Ostrand-Rosenberg, 2008; Smith and Kang, 2013). De nombreuses cellules immunitaires
sont mises en jeu dans ces processus anti- tumoraux et pro-tumoraux, telles que les lymphocytes,
les macrophages, les neutrophiles, les cellules NK et les cellules dendritiques (Figure 9, Tableau
2) (Joyce and Pollard, 2009; Murdoch et al., 2008; Ostrand-Rosenberg, 2008). Ces cellules
immunitaires - présentes dans la circulation sanguine - vont étre attirées vers la tumeur par
différents signaux moléculaires. Parmi ceux-ci, les chimiokines et leurs récepteurs jouent un role
primordial que nous aborderons dans la deuxiéme partie de cette introduction. Les leucocytes se
localisent autour de la tumeur mais également au sein de celle-ci ou ils peuvent représenter

jusqu’a 50% de la masse tumorale (Mukaida and Baba, 2012).

Figure 9 : Le microenvironnement
tumoral

Les cellules cancéreuses sont
entourées par un microenvironnement
complexe composé de nombreuses
cellules dont les cellules
endothéliales, les fibroblastes et de
diverses cellules immunitaires telles
que les macrophages, les lymphocytes
et les neutrophiles.

BMDCs : Bone Marrow Derived Cells
MDSCs : Myeloid-Derived Suppressor Cells
MSCs : Mesenchymal Stem Cells

TEM : TIE2-Expressing Monocytes

Cellule el Cellule normale

o BMDC @ Mastocyte @ TEM D il épithéliale
Macrophage E’l MDSC ,‘7,3 Lymphocyte W Pericyte ﬁ Cellule tumorale
Cellule

i MsC <€ > Fibroblaste -/\/\ Vaisseau endotheliale
Neutrophile );qa sanguin —s» lymphatique

D'apres Joyce JA and Pollard JW, Nature Reviews Cancer (2009) 9(4) :239-52
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C. Epidémiologie et facteurs de risques du cancer colorectal

En 2011 en France, le cancer colorectal se plagait, tout sexe confondu, au 3éme rang des
cancers en termes d’incidence et au 2°™ rang en termes de mortalité. Le CCR reste aujourd’hui un
probléme majeur de santé publique avec, en 2012, 42 152 nouveaux cas (projection d’incidence)

et 17 722 décés (www.lesdonnees.e-cancer.fr, fiche indicateur 45).

Classement des trois premiers cancers en termes d’incidence et de mortalité en France, 2011

FEMMES HOMMES

Incidence Mortalité Incidence Mortalité

Prostate 1 3
Sein 1 1

Colon-Rectum 2 2 3 2

Poumon 3 3 2 1

©La situation du cancer en France en 2012

A T’échelle mondiale, le cancer colorectal est le 3™ cancer en termes d’incidence et le
4°™ en termes de mortalité (Ferlay et al., 2010). Les taux d’incidence les plus élevés sont
retrouvés en Australie, en Nouvelle-Zélande, au Canada, aux Etats-Unis et dans plusieurs pays
européens dont la France. Les pays avec les taux d’incidence les plus faibles sont la Chine, I’Inde
et une partie de I’Afrique et de I’Amérique du Sud (Boyle and Langman, 2000). En Europe du
Nord et de 1'Ouest, l'incidence des CCRs est stabilisée et semble méme diminuer aux Etats-Unis
(Siegel et al., 2012). Cette diminution a largement été attribuée aux programmes de dépistage qui

ont amélioré la détection des polypes précancéreux.

Outre les facteurs héréditaires, les principaux facteurs de risques associés au

développement d’un cancer colorectal sont :

- I’age, avec une moyenne de détection en France de 70 ans pour les hommes et de 73 ans pour
les femmes en 2012 (www.lesdonnees.e-cancer.fr, fiche indicateur 98),

- les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (maladie de Crohn et rectocolite
hémorragique) (Itzkowitz and Yio, 2004) et

- le mode de vie (I'alimentation, la sédentarité¢). Le cancer colorectal est fortement associé a un
mode de vie occidental. La consommation de viande rouge et d'alcool, le tabagisme et le
surpoids sont des facteurs de risques du CCR. En revanche, l'activité physique présente un
role protecteur avéré. Les fibres, 1’ail, le lait et le calcium sembleraient également avoir un
effet protecteur (Chan and Giovannucci, 2010) (© 2007 World Cancer Research Fund

International).
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D. Les traitements du cancer colorectal

Les traitements du cancer colorectal ont pour objectifs de ralentir (voire d’éradiquer) la
tumeur primaire et ses métastases, et de réduire les récidives. Le pronostic du cancer colorectal est
étroitement li¢ au stade de développement de la tumeur au moment du diagnostic. En effet, le
CCR est un cancer de bon pronostic lorsqu’il est diagnostiqué a un stade précoce avec une survie
relative a 5 ans de 90,0 % pour les stades localisés. En revanche, celle-ci est de 69,2 % pour les
stades avec envahissement régional (envahissement ganglionnaire) et chute a 11,5 % dans les cas
de tumeurs métastasées (Howlader N et coll, 2010). Bien que le taux de mortalité par cancer
colorectal ait diminué ces 20 derniéres années (grace aux progres réalisés en matiére de dépistage
et de traitements) le cancer colorectal est responsable de 17 722 déces en France en 2012 ; le

traitement des métastases représente donc un enjeu majeur.

Les stratégies thérapeutiques des cancers colorectaux sont définies pour chaque patient en
fonction de la localisation et du stade TNM de la tumeur (Tableau 3). Lorsque le cancer
colorectal est diagnostiqué a un stade précoce, c’est-a-dire lorsque la tumeur est localisée, celle-ci
peut étre réséquée par chirurgie. L’ablation chirurgicale constitue un traitement curatif pour la
majorité des patients. En revanche, dés lors que les cellules tumorales ont quitté le site tumoral
primaire, une chimiothérapie et/ou des thérapies ciblées sont proposées (Tableaux 4 et 5). La
chimiothérapie a pour objectif de réduire les récidives (stades II et III), ou encore de rendre
résécables les tumeurs qui ne le sont pas d’emblée (stade IV). Pour les patients atteints de CCRs
métastasés, au nombre de 25% lors du diagnostic, le caractere résécable ou non résécable des
métastases est un critére déterminant dans la stratégie thérapeutique proposée aux patients. Dans
le cas des métastases hépatiques de cancers colorectaux, seuls 10 a 15% des patients présentent
des lésions résécables d’emblée (Rees et al., 1997). La proportion des 1ésions rendues résécables
grace aux chimiothérapies est de 10 a 20% des 1ésions qui ne 1’étaient pas initialement (Adam et
al., 2004). L apport des thérapies ciblées, avec ’arrivée en 2004 des anticorps (Ac) monoclonaux
anti-VEGF (Bevacizumab) et anti-EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) (Cetuximab)
(Tableau 5), est non négligeable. Aujourd’hui le Bevacizumab en combinaison avec une
chimiothérapie, est indiqué en traitement de premicre ligne du cancer colorectal métastatique
(Hurwitz et al., 2004). En cas de cancer colorectal métastatique surexprimant I’EGFR et apres
échec d’une chimiothérapie comportant un inhibiteur de topoisomérase I (1’Irinotecan), le
Cetuximab est indiqué en deuxiéme ou troisieme ligne de traitement (Cunningham et al., 2004;
Rodriguez et al., 2010). Ces Ac monoclonaux ont augmenté significativement le taux de réponse
globale, la survie sans progression de la tumeur et la survie globale des patients (Winder and

Lenz, 2010).
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Tableau 3 : Classification TNM/AJCC 7™ édition du cancer colorectal
AJCC : American Joint Committee on Cancer

Cancers du célon ou du tiers supérieur (intrapéritonéal) du rectum
Stade 0 Tis-T1sml Chirurgie: traitement endoscopique
Stade I T1-T2 NO M0 Chirurgie
Stade I |T3-T4 NO Mo Chirurgie + Chimiothérapie .adjuvante p,o.ssﬂ)le en cas

de facteurs de risques de récidive
Stade III |tous T N1-N2 M0 Chirurgie + Chimiothérapie adjuvante
Stade IV [MlaouMIb Chirurgie* + Chimiothérapie adjuvante
Cancers des 2/3 inférieurs (souspéritonéaux) du rectum

Stade 0 Tis-T1sml Chirurgie (voire sous en endoscopie si possible)
Stade I T1-T2 NO MO Chirurgie
::2:2 gl ﬁ ?_?3%3“;222225; Radio-chimiothérapie suivie d'une chirurgie
Stade II | T4 MO avec résection |Radio-chimiothérapie préopératoire puis réévaluation
Stade III |RO incertaine des possibiltés de résections
Stade IV [MlaouMIb Chirurgie* + Chimiothérapie adjuvante

T Tumeur primitive Stades T N M
Tx |Renseignements insuffisants pour classer la tumeur primitive Stade 0 Tis NO MO
TO |[Pas de signes de tumeur primitive Stade T Tl NO | MO
Tis |Carcinome in situ : intra-épithélial ou envahissant la lamina propria e NO MO
T1 |Tumeur envahissant la sous-muqueuse Stade A LE NO MO
T2 |Tumeur envahissant la musculeuse 2232 Eg ¥22 Eg xg
T3 Tlrnyeur’ eI-IV’ah]SSEiIl'[ la sous-séreuse ou les tissus péricoliques et périrectaux non Stade 111 TousT |NL.N2| MO
péritonéalisés Stade I1TA TI,LT2 | NI MO
T4a |Tumeur perforant le péritoine viscéral T1 N2a MO
T4b |Tumeur envahissant directement les autres organes ou structures 13, T4a| NI MO
N Adénopathies régionales Stade IIB | T2, T3 N2a MO
Nx |Renseignements insuffisants pour classer les adénopathies régionales T1,T2 | N2b MO
NO |Pas de métastase ganglionnaire régionale Stade [IIC. T3T 4_? ™ g;g xg
Nla [Métastase dans 1 ganglion lymphatique régional .11 4b |NLN2| Mo
Nlab |Métastases dans 2 a 3 ganglions lymphatiques régionaux Sade IVA | Tos T | Tos N | Mla
Nlc Nodule(s) tumoraux, c-a-d satellite(s) dans la sous-séreuse, ou dans les tissus non| |Stade IVB | Tous T | TousN | MIb
péritonéalisés péricoliques ou périrectaux sans métastase ganglionnaire régionale
N2a |Métastases dans 4-6 ganglions lymphatiques régionaux Colon and rectum. In: Edge SB,
N2b |Métastases dans 7 ou plus ganglions lymphatiques régionaux Byrd SR, Compton CC, et al, eds.
M Métastases a distance AJCC Cancer Staging Manual.
MO [Pas de métastases a distance 7th ed. New York: Springer-
Mia Metasta.se localisée a un se}ll _organe (foie, poumon, ovaire, ganglion(s) Verlag; 2010:143e164.
lymphatique(s), autre que régional
M1b |Métastases dans plusieurs organes ou péritonéales

Tableau 4 : Stratégies thérapeutiques préconisées pour le cancer colorectal par la Haute
Autorité de Santé, France

Les stratégies thérapeutiques sont définies pour chaque patient en fonction de la localisation (c6lon ou
rectum) et du stade TNM de la tumeur.
* La prise en charge des patients est discutée au cas par cas, en réunion de concertation

pluridisciplinaire qui prendra en compte le caractére symptomatique ou non de la tumeur primitive,
ainsi que le caractére résécable ou non résécable des métastases. En I’absence de contre-indication, la

plupart des patients se voit proposer une chimiothérapie. L’efficacité de la chimiothérapie doit étre

évaluée tant sur le plan clinique qu’en imagerie, tous les 2 a 3 mois. En cas de réponse, la chirurgie

doit étre rediscutée.

D’apres le Guide - affection de longue durée n°30 © Haute Autorité de Santé — 2012
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Molécules

Descriptions

5 fluoro-uracile (5-FU)

Agent antimétabolite, Antipyrimidique. Inhibition de la synthése ADN et
provoque des erreurs dans la traduction des ARN's

Oxaliplatine

Agent alkylant. Dérivé platine. Inhibition de la synthése et de la réplication
de I’ADN en formant des ponts intra et inter-brins

Irinotecan ou CPT-11

Analogue de la Camptothécine. Inhibiteur de la topoisomérase I (essentielle
a réplication, transcription, séparation des chromosomes, etc)

Capécitabine

Agent antimétabolite. Antipyrimidique. Inhibition de la synthése ADN

Leucovorine (acide folinique)

Utilisé en synergie avec le 5-FU pour augmenter l'effet cytotoxique du 5-
FU. Inhibition de la thymidylate synthase

Mitomycine C

Antibiotique. Son mécanisme d’action repose, chez la bactérie, sur
I’inhibition sélective de la synthése d’ADN, des mécanismes de
recombinaison, I’échange de chromatines soeurs et la réparation d’ADN.

Raltitrexed*

Agent antimétabolite. Antifolique. Analogue de I'acide folique, il inhibe
directement la thymidylate synthase (fragmentation de 'ADN et mort
cellulaire)

Uracile-tégafur*®

Le tégafur est un anti-pyrimidique métabolisé par 1'organisme en 5-FU.
L'uracile est un inhibiteur compétitif de la dégradation du 5-FU

Cétuximab*# ou ErbituxTM

Anticorps monoclonaux anti-EGFR. Inhibition de la prolifération tumorale

Panitumumab*# ou
VectibixTM

Anticorps monoclonaux IgG2 anti-EGFR. Inhibition du développement
cellulaire, induction d'une apoptose

Anticorps monoclonaux IgG1 anti-VEGF, inhibe la liaison du VEGF aux

Bévacizumab® on AvastinTM récepteurs VEGFR-1 et VEGFR-2. Agent anti-angiogénique

Tableau 5 : Molécules chimiothérapeutiques et agents ciblés préconisés dans les traitements des
cancers colorectaux par la Haute Autorité de Santé, France

Les molécules chimiothérapeutiques sont administrées en combinaison les unes avec les autres selon des
schémas tels que :

FOLFOX = 5-FU + Oxaliplatine + Leucovorine,

FOLFIRI = 5-FU + Irinotecan + Leucovorine et

FOLFOXIRI = 5-FU + Oxaliplatine + Leucovorine + Irinotecan

Le Cétuximab, le Panitumumab et le Bévacizumab ne sont pas des molécules chimiothérapeutiques mais font
partie des thérapies ciblées.

* Molécules préconisées uniquement dans les cancers colorectaux métastasés.

# Thérapies ciblées indiquées uniquement en cas d'absence de mutation du géne KRAS

D’apres Le guide - affection de longue durée n°30 © Haute Autorité de Santé — 2012 et www.vidal.fr

Malgré les progres de la chimiothérapie et ’avénement récent d’agents ciblés, la résection
chirurgicale des métastases est encore aujourd’hui la seule stratégie capable d’offrir une
possibilité de guérison aux patients atteints d’un cancer colorectal. Un grand nombre d’entre eux
présenteront des métastases hépatiques pour lesquelles aucun traitement curatif ne pourra étre
proposé. Le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques vise donc a réduire le
développement de ces métastases, mais également a les rendre résécables lorsque cela n’est pas le
cas initialement. Mon travail de thése avait pour objectif d’évaluer deux stratégies thérapeutiques
distinctes basées sur 1’utilisation des chimiokines et de leurs récepteurs. La partie suivante

s’intéressera donc a la biologie des chimiokines dans le cancer.
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II. Les chimiokines et les récepteurs de chimiokines

A. Généralités sur les chimiokines/récepteurs

i. Les chimiokines

Les chimiokines représentent une vaste famille de petites cytokines d’environ 8 a 14 kDa
dotées de pouvoir chémoattractant (Chemokines ou Chemo-attractant Cytokines). Leur
classification en 4 sous-familles (CC, CXC, CX3C et C) est basée sur le nombre et la position de
4 résidus cystéines conservés dans la partie aminoterminale des protéines. On définit alors la
famille des chimiokines CXC pour lesquelles les deux cystéines conservées les plus proches de
I’extrémité N-terminale sont séparées par un seul résidu (acide aminé X quelconque). En
revanche, pour les chimiokines de la famille CC, ces deux cystéines sont adjacentes (elles ne sont
séparées par aucun autre résidu aminé) (Figure 10). Par ailleurs, on divise encore la sous-famille
des chimiokines CXC en deux sous-groupes, selon la présence ou 1’absence d’un motif particulier
de 3 acides aminés que sont ’acide glutamique, la leucine et 1’arginine (motif ELR) situé en
amont des cystéines conservées. On définit ainsi les chimiokines CXC ELR" et les chimiokines
CXC ELR'. Les sous-familles CC et CXC comprennent la majorité des chimiokines. S’ajoutent a
celles-ci, la sous-famille CX3C pour laquelle les 2 cystéines sont séparées par 3 acides aminés
quelconques et la sous-famille C ou un seul de ces deux résidus cystéine est retrouvé en N-
terminal. Ces deux dernicres sous-familles ne contiennent respectivement qu’un et deux membres
(Zlotnik and Yoshie, 2000). A ce jour, au moins 48 chimiokines humaines ont ét¢ identifiées,

faisant d’elles les membres de la plus grande famille de cytokines (Tableau 6).

Indépendamment de cette classification, les chimiokines sont ordonnées selon des critéres
fonctionnels ; les chimiokines peuvent étre homéostatiques, inflammatoires ou les deux a la fois.
Les chimiokines homéostatiques sont exprimées constitutivement par certains types cellulaires et
dans certains tissus dans les conditions physiologiques, sans aucun stimulus activateur apparent.
En revanche, les chimiokines inflammatoires ne sont pas exprimées constitutivement mais sont
induites par des stimuli inflammatoires. Elles sont ainsi produites uniquement dans un contexte
inflammatoire, infectieux ou tumoral par le tissu lui-méme ou par les leucocytes infiltrants les
tissus. La majorité des chimiokines fait partie de cette derni¢re catégorie (Rossi and Zlotnik,

2000) (Tableau 6).

Les chimiokines sont de petites molécules solubles qui présentent dans leur partie N-

terminale un peptide signal qui permet leur sécrétion dans le milieu extracellulaire. Cependant, on

39



distingue deux chimiokines « non conventionnelles » - CXCL16 et CX3CL1 - qui possédent
(contrairement aux autres chimiokines) un domaine mucine, un segment transmembranaire et un
domaine intracellulaire (Bazan et al., 1997; Matloubian et al., 2000). Les chimiokines CXCL16 et
CX3CLI1 sont produites sous forme de protéines membranaires de haut poids moléculaire et
jouent le role de molécules d’adhésion entre les cellules qui les expriment et les cellules qui
expriment leurs récepteurs. Ces deux chimiokines peuvent également étre clivées et libérées dans
le milieu extracellulaire ou elles agissent comme chémoattractants de facon similaire aux

chimiokines « traditionnelles » (Gough et al., 2004; Hundhausen et al., 2003; Imai et al., 1997).

CXC chimiokine CC chimiokine

—

C chimiokine CX3C chimiokine

G Cystéine acide aminé quelconque % extrémité N-terminale

Figure 10 : Représentation schématique des 4 sous-familles de chimiokines

Les différentes sous-familles de chimiokines sont définies selon 1’espacement entre les résidus
cystéine conservés dans I’extrémité N-terminale des protéines. Majoritairement au nombre de 4, les
cystéines conservées forment des ponts disulfures entre les cystéines 1 et 3 et les cystéines 2 et 4. Les
chimiokines de la famille « C » ne possédent que 2 cystéines conservées.
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Symboles des génes Récepteurs
Nomenclature Aut.res noms Catégorie Humain Souris Agonistes Antagonistes
humains / murins
CCL1 1-309, TCA-3 1 CCLI Cell CCR8
CCL2 MCP-1, JE 1 CcCL2 Ccl2 CCR2
CCL3 MIP-1a 1 CCL3 Ccl 3 CCR1, CCR5
CCL3L1 LD78pB 1 CCL3LI - CCR1, CCR3, CCR5
CCL3L3 LD78p 1 CCL3L3 -
CCL4 MIP-1B 1 CCL4 Ccl4 CCR5
CCLALL1 AT744.2 1 CCL4LI -
CCLAL2 1 CCL4L2 -
CCL5 RANTES 1 CCL5 Ccl5 CCR1, CCR3, CCR5
CCL7 MCP-3, MARC 1 CCL7 Cel7 CCR1, CCR2, CCR3 CCRS
CCLS8 MCP-2 1 CCLS8 CCR1, CCR2, CCRS
1 Ccl8 CCRS (souris)
CCL11 Eotaxin D CCL11 Celll CCR3, CCRS CCR2, CXCR3
CCL12 MCP-5 1 - Cell2
CCL13 MCP-4 1 CCL13 - CCR2, CCR3
CCL14 HCC-1 1 CCL14 - CCR1, CCR3, CCRS
CCL15 HCC-2, CCF18, MIP-1y 1 CCLI5 Ccl9 CCR1, CCR3
CCL16 HCC-4 H CCLI16 - CCR1, 2,5, 8 et H4*
CCL17 TARC, ABCD-2 D CCL17 Cell7 CCR4
CCL18 DC-CK1, PARC H CCLI8 - GPER-1* CCR3
CCL19 MIP-38, ECL, exodus-3 H CCL19 Cell9 CCR7
CCL20 MIP-3a, LARC, exodus-1 D CCL20 Ccl20 CCR6
CCL21 SLC, exodus-2 H CCL21 Ccl2la CCR7, CXCR3 (souris)
H - Ccl21b CCR7
H - Ccel2lc CCR7
CCL22 MDC, ABCD-1 D CCL22 Cel22 CCR4
CCL23 MPIF-1, C10 I CCL23 Ccl6 CCR1, FPRL-1*
CCL24 MIPF-2, eotaxin-2 H CCL24 Ccl24 CCR3
CCL25 TECK H CCL25 Cel25 CCR9
CCL26 eotaxin-3 I CCL26 Cel26" CCR3, CX3CR1 CCRCléESCRz’
CCL27 CTACK, ILC H CCL27 Ccl27a CCR10
H - Ccl27b
CCL28 MEC H CCL28 Ccl28 CCR3, CCR10
CXCLL1 GRO-a, Gro/KC, GRO-1 I, ELR" CXCLI Cxcl3 CXCR2
CXCL2 GRO-B, MIP-2, GRO-2 I, ELR" CXCL2 Cxcl2 CXCR2
CXCL3 GRO-y, Dcipl, GRO-3 I, ELR" CXCL3 Cxcll CXCR2
CXCL4 Platelet factor-4 (PF-4) I, ELR PF4 - CXCR3-B
CXCLAL1 PF4V1 I, ELR PF4V1 Pf4 CXCR3-B
CXCLs ENA-78 I, ELR" CXCLS5 - CXCR2
CXCL6 GCP-2, LIX I, ELR" CXCL6 Cxcl5 CXCR1, CXCR2
CXCL7 NAP-2, Ppbp I, ELR" PPBP Ppbp CXCR1, CXCR2
CXCLS8 IL-8 I, ELR" IL-8 - CXCR1, CXCR2
CXCL9 MIG I, ELR CXCLY Cxcl9 CXCR3 CCR3
CXCLI10 IP-10 I, ELR CXCLI0 Cxcll0 CXCR3 CCR3
CXCLI11 I-TAC, H174 I, ELR CXCLI11 Cxclll CXCR3, CXCR7 CCR3, CCR5
CXCLI12 SDF-1 H, ELR CXCLI2 Cxcll2 CXCR4, CXCR7
CXCLI13 BLC, BCA-1 H, ELR CXCLI3 Cxcll3 CXCR3, CXCR5
CXCL14 BRAK, Bolekine H, ELR CXCL14 Cxcll4 inconnu
CXCLI15 Lungkine I, ELR" - Cxcll5 inconnu
CXCL16 Small inductible cytokine B6 I, ELR" CXCLI16 Cxcll6 CXCR6
CXCL17 DMC H, ELR CXCL17 Cxcll7 inconnu

CX3CLI

Lymphotactine

CX3CLI

Fractalkine, Neurotactin

Cx3cll

CX3CRI1

D’apres Zlotnik and Yoshie, Immunity (2012) 36 :705-716

Tableau 6 : Nomenclature et classification des chimiokines

Chaque chimiokine est nommée en fonction de son appartenance a 1’une des 4 sous-familles (CC, CXC, C ou

CX3C0C). Le L figurant dans leur nom signifie ligand par opposition au R figurant dans le nom des récepteurs.
Les chimiokines sont décrites comme homéostatique (H), inflammatoire (I) ou les deux (D).

Certaines chimiokines existent uniquement chez I’Homme et d’autres uniquement chez la Souris. Les génes
codant les chimiokines humaines sont écrits en majuscules et les génes murins sont écrits en minuscules.

# Gene non exprimé

* H4 (histamine receptor 4), GPER-1 (G protein-coupled estrogen receptor 1) et FPRL-1 (formyl peptide
receptor like-1) ne font pas partie de la famille des récepteurs de chimiokines mais sont capables de lier CCL16,
CCL18 et CCL23 respectivement.
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ii. Les récepteurs de chimiokines

\

Pour exercer leurs actions, les chimiokines se lient a des récepteurs spécifiques
appartenant a la famille des récepteurs a 7 domaines transmembranaires couplés aux protéines G
hétérotrimériques (Murphy, 1994). La classification de ces récepteurs suit celle des ligands qu’ils
reconnaissent et sont ainsi divisés en 4 sous-familles : les récepteurs CCRs, CXCRs, XCR et
CX3CR (Murphy et al., 2000). Alors qu’il n’existe qu’un récepteur dans les deux dernicres
familles (XCR1 et CX3CR1), on dénombre 10 récepteurs CCRs (CCR1 a CCR10) et 7 récepteurs
CXCRs (CXCRI1 a CXCR7).

CCL3LL,5, 7,11, 13, 14, 15, 24, 26, 28 CCL17,ccLzz CCL3,3L1,4,4L1,5,8,11,16
CXCLS, 10, 11, CCL18 * \ CCL7, 26, CXCL11 *

|
ccL2, 7,8, 13, 16,27 -
CCl11,26 * ™~ @
cCL3,3L1,5,7,8,13, W [ﬂﬂﬁ @
14,15,16,23,26 @ % @ — CCL1, cCL8 (souris)

CXCR7 @ % —  CCL27,CCL28

CXCL4, 4L1, CCL21, récepteurs partages
CXCL9, 10, 11,13 —— (CXCR3 (redondance)
ccLiz* @ g s
— cazo
é récepteurs
cxcL,7,8  — (CXCR1 RS @_ .

récepteurs

% silencieux @
DARC -
- (C3eRL
ccl2,5,7,11, 13, 14, 17 e N
€XCL1,2,3,4,7,8 =
s m hm CXCR4 CX3CL1, CCL26

CCL19,CCL21

9\

CXCL11,CXCL12 —

CXCL1, 2, 3,5,6, — (CXCR2
o =)

CClL2,3L1,4,5,7,8,11-14,22 CCXCKR \
4 CRAM-B'  (EXCR6 CXCRS CXCL12
ccL19, 21, 25, | | \
CXCL13
CXCL13
ccLis CXCL16

D’apres Balkwill F, Journal of Pathology (2012) 226 :148-157
et Zlotnik and Yoshie, Immunity (2012) 36 :705-716

Figure 11 : Représentation schématique des spécificités d’interaction entre les récepteurs de
chimiokines et leurs ligands

* chimiokines antagonistes du récepteur
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Les chimiokines sont ¢galement capables de se lier avec une haute affinité a quatre autres
récepteurs qualifiés de récepteurs ‘leurres’ ou de récepteurs ‘silencieux’. Ces quatre récepteurs
sont les récepteurs D6 (Nibbs et al., 1997), DARC (Duffy Antigen Receptor Chemokine) (Peiper
et al,, 1995), CCX-CKR (ChemoCentryX ChemoKine Receptor) (Gosling et al., 2000) et
CRAM-B (Chemokine Receptor on Activated Macrophages ou CCR11) (Leick et al., 2010). La
liaison d’une chimiokine a ces récepteurs leurres n’induit aucun signal intracellulaire par la suite.
Ces récepteurs sont spécialisés dans la séquestration des chimiokines et permettent une régulation

de la biodisponibilité de celles-ci (Comerford and Nibbs, 2005; Mantovani et al., 2006).

iii. Spécificité d’interaction

Alors que certains récepteurs de chimiokines ne reconnaissent qu’une seule chimiokine de
maniere treés spécifique, d’autres en revanche sont clairement ‘polygames’ en se liant a de
nombreux ligands. De méme, certaines chimiokines sont capables d’activer plusieurs récepteurs
alors que d’autres sont au contraire spécifiques d’un seul récepteur. Ces spécificités d’interactions
entre chimiokines - récepteurs sont représentées schématiquement dans la Figure 11. Cette
apparente redondance explique pourquoi I’absence ou la non-fonctionnalité de certains genes
codant pour des chimiokines ou des récepteurs de chimiokines n’induisent pas nécessairement
d’anormalités majeures (avec I’exemple du récepteur CCRS (Liu et al., 1996)). Cependant, ce
n’est pas le cas pour toutes les chimiokines et pour tous les récepteurs ; le knockout (KO) du
récepteur CXCR4 est 1étal chez la souris (Ma et al., 1998). De plus, plusieurs observations chez la
souris indiquent que la redondance entre chimiokines et entre récepteurs n’est qu’apparente : le
caractére indispensable d’un récepteur ou d’une chimiokine peut étre méconnu et se révéler

uniquement dans des circonstances particulieres.

Par ailleurs, comme énoncé précédemment, la classification des récepteurs dépend des
chimiokines qu’ils reconnaissent. On sous-entend donc que les chimiokines d’une sous-famille ne
se lient qu’aux récepteurs de la méme sous-famille. Des exceptions sont faites, notamment pour
les récepteurs leurres DARC et CCX-CKR qui peuvent lier a la fois des chimiokines CC et CXC
(Comerford and Nibbs, 2005). Par ailleurs, certaines chimiokines peuvent se comporter comme
des antagonistes naturels pour d’autres paires ligand-récepteur. Pour exemples, les ligands de
CCR3 et de CXCR3 sont des antagonistes réciproques naturels. Ainsi, les chimiokines CXCL9,
CXCL10 et CXCL11 sont antagonistes du récepteur CCR3 alors que CCL11 est antagoniste du
récepteur CXCR3 (Loetscher et al., 2001; Xanthou et al., 2003) (Figure 11).
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B. Fonctions des chimiokines et de leurs récepteurs dans la biologie du cancer

Les chimiokines et leurs récepteurs ont tout d’abord été décrits pour leur réle dans le
chimiotactisme des leucocytes. Ils sont en effet capables de réguler la migration des leucocytes
dans I’organisme vers les sites inflammatoires ou infectieux (Taub, 1996). Par la suite, il a été
montré qu’ils étaient également impliqués dans de nombreux autres processus biologiques. En
plus de leur implication dans les mécanismes de défense de 1’hdte (Rot and von Andrian, 2004;
Sallusto et al., 2000), les chimiokines jouent un réle important dans I’embryogénése (Raman et
al., 2011), ’hématopoiése (Broxmeyer, 2008; Youn et al., 2000), la cicatrisation cutanée (Zaja-
Milatovic and Richmond, 2008) ou encore 1’angiogénése (Kiefer and Siekmann, 2011). Outre
leur réle dans de nombreux processus biologiques, les couples chimiokines/récepteurs ont été
impliqués dans diverses pathologies telles que 1’asthme et I’allergie (Pease, 2006), les maladies
auto-immunes (Godessart and Kunkel, 2001), I’athérosclérose (Poupel and Combadiere, 2010;
Wan and Murphy, 2013), I’infection par le VIH (Virus de I’Immunodéficience Humaine) (Evans
et al., 2012; Lusso, 2006), la douleur (Gao and Ji, 2010) ou bien encore le développement
tumoral. Dans la partie suivante nous nous intéresserons uniquement a leurs fonctions dans la

biologie du cancer.

Dans nombre de tumeurs solides, le microenvironnement tumoral est riche en
chimiokines. Celles-ci sont sécrétées par les cellules tumorales elles-mémes ou par les cellules du
stroma tumoral telles que les leucocytes infiltrants, les cellules endothéliales et les fibroblastes
(Lazennec and Richmond, 2010). Nous verrons que les chimiokines peuvent engendrer aussi bien
des effets anti-tumoraux que pro-tumoraux. Nous développerons I’implication des interactions
chimiokines/récepteurs dans le recrutement leucocytaire sur le site tumoral, dans 1’angiogénése
tumorale, dans la dissémination métastatique, la prolifération et la survie tumorales et enfin dans

la communication entre les cellules tumorales et les fibroblastes associés aux tumeurs.

i. Les couples chimiokines/récepteurs et le recrutement leucocytaire

1. Le chimiotactisme et le recrutement tissulaire

La chimiotaxie est le phénoméene par lequel les cellules se déplacent dans une direction
donnée sous I’action d’un gradient extracellulaire de molécules chimiques. Ce processus est
indispensable a la migration des leucocytes au sein de I’organisme et a leur recrutement sur les
sites infectieux afin de lutter contre les pathogenes. Il est également primordial pour la migration

des cellules neurales lors du développement du systéeme nerveux. Cependant, une migration
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inappropri¢e des cellules dans I’organisme peut conduire a certaines pathologies telles que les
maladies inflammatoires ou les métastases. Chez les mammiféres, les chimiokines sont les
principaux signaux extracellulaires qui guident la migration cellulaire. En effet, les cellules
présentes dans la circulation sont portées par le flux sanguin (‘roulement’) puis sont ensuite
guidées par les gradients de chimiokines formés a la surface des parois vasculaires. La liaison
d’une chimiokine a son récepteur active alors une cascade de signalisation intracellulaire (via les
protéines G hétérotrimériques couplées au récepteur) qui aboutit a la migration de la cellule
exprimant ledit récepteur (O’Hayre et al., 2008). Les gradients de concentration de ces molécules
se forment grace a la liaison des chimiokines (lors de leur sécrétion) aux glycosaminoglycanes
(GAGs) présents dans la matrice extracellulaire et a la surface des cellules endothéliales localisées
a proximité des cellules qui secrétent ces cytokines (Handel et al., 2005; Laguri et al., 2008;
Proudfoot et al., 2003). Lors du recrutement des cellules a Dl’intérieur des tissus par les
chimiokines, les cellules en migration adhérent aux cellules endothéliales puis traversent la
barriere endothéliale pour rejoindre les tissus (c’est la diapédése ou extravasation) (Figure 12)
(Schaerli and Moser, 2005). L’ensemble de ces étapes implique alors une série d’interactions
coordonnées entre les cellules en migration et les cellules endothéliales. Le recrutement tissulaire
nécessite également une régulation fine des nombreuses molécules telles que les intégrines, les
sélectines, les JAMs (Junctional Adhesion Molecules), etc (Alon and Shulman, 2011; Arcangeli et
al., 2013; Ley et al., 2007; McEver and Zhu, 2010; Schmidt and Friedl, 2010).

Lumiére vasculaire

Intégrines Intégrines
inactives actives
7 A —
Leucocyte 0 -
Sélectines ifi

Ligands des
intégrines

Cellules endothéliales Chimiokines O

Récepteurs aux
chimiokines

Tissu

D’aprés Foussat A et al, médecine/sciences (2000) 16 :757-766

Figure 12 : Recrutement des cellules circulantes (exemple des leucocytes)
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2. Les leucocytes associés aux tumeurs

Lors du développement tumoral, les cellules du systéme immunitaire sont recrutées par

chimiotactisme dans les tissus tumoraux et, ce, en fonction des récepteurs de chimiokines qu’elles

expriment a leur surface mais également des chimiokines produites dans le tissu tumoral (par les

cellules cancéreuses, les cellules du stroma et les leucocytes déja présents au sein de la tumeur).

La composition de I’infiltrat leucocytaire dépend donc a la fois de la nature de la tumeur et de son

environnement tissulaire. Les principaux couples chimiokines/récepteurs identifiés a ce jour dans

la migration des leucocytes au sein des tumeurs sont répertoriés dans le tableau 7.

Types cellulaires Chimiokines Récepteurs Références
e Clcls (Sallusto et al., 1998, 2000)
T helper 1 CXCL9, CXCL10,CXCL11 CXCR3
CX3CL1 CX3CRI1 (Fraticelli et al., 2001)
CCL17, CCL22, CCL1 CCR4, CCR8
Les Thelper2 : oCRs (Sallusto et al., 1998, 2000)
lymphocytes ( ) ( )
T CD4"
T helper 17  CCL2, CCL5 (CCR2, CCR4-7) (Su et al., 2010)
) CCL22 CCR4 (Cu.rlel et al., 2004a;
T régulateurs CCL28 CCR10 Facciabene et al., 2011;
Ishida et al., 2006)
CCL3, CCL5 (CCRL3.5) (Maric and Liu, 1999; Mulé
Les Lymphocytes T CD8"  CXCL9, CXCL10, CXCL11 CXCR3 etal., 1996; Nishimura et al.,
CX3CL1 CX3CRI1 2002; Vicari and Caux, 2002)
CCL2 CCR2 (Lee et al., 2013)
Les monocytes /
h CCL3, CCL4, CCLS5, CCL7,CCL8 CCRI1,CCRS (Murdoch et al., 2008)
macrophages CX3CL1 CX3CR1 (Lee et al., 2013)
cCL2 CCR2 (Arenberg et al., 1997,
. Bellocq et al., 1998; Gijsbers
Les neutrophiles CXCL38, CXCL6 CXCRI1 .
CXCLS, CXCLS CXCR2 et al., 2005; Gupta et al.,
’ 1996; Lee et al., 2000)
CCL2 CCR2 (Movabhedi et al., 2008;
Les MDSCs CXCL5 CXCR2 Sawanobori et al., 2008;
CXCL12 CXCR4 Yang et al., 2008)
Sgtzo (CCCCRR61’3,5) (Allavena et al., 2000; Curiel
Les cellules dendritiques CXCLS CXCR1 CxCRD et al., 2004b; Feijoo et al.,
’ 2005; Vicari and Caux, 2002)
CXCL12 CXCR4
ggtﬁ’ ;’ 2’ ﬁ ggl;i (Bernardini et al., 2012;
Les cellules NK CXC9’ C’X’CLIO CXCR3 Vicari and Caux, 2002;
’ Walzer and Vivier, 2011)
CX3CL1 CX3CRI1

Tableau 7: Principaux couples chimiokines/récepteurs impliqués dans le recrutement des
leucocytes au sein des tumeurs
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En recrutant les leucocytes dans les tumeurs, les chimiokines/récepteurs vont influencer la
progression tumorale. Nous développerons plus particuliérement le recrutement des macrophages,
des neutrophiles puis des lymphocytes T ainsi que I’implication de ces leucocytes dans le

développement tumoral.

Les macrophages

Les macrophages sont des ¢léments clés du systéme immunitaire inné et de 1’homéostasie
tissulaire, pour lesquels ils phagocytent pathogeénes et cellules mortes (Mosser and Edwards,
2008). Cependant, il est maintenant clairement établi que les macrophages font partie intégrante
du microenvironnement tumoral et constituent d’ailleurs la population leucocytaire majoritaire
parmi les leucocytes infiltrants. Les macrophages sont impliqués dans I’angiogénése tumorale
(Owen and Mohamadzadeh, 2013), le remodelage de la matrice extracellulaire, I’invasion des
cellules cancéreuses et les métastases (Joyce and Pollard, 2009); ce qui leur vaut d’étre
considérés comme les leucocytes régulateurs les plus importants de la progression tumorale (Hao
et al., 2012b; Mantovani and Sica, 2010; Qian and Pollard, 2010). Les macrophages associés aux
tumeurs (ou Tumor-Associated Macrophages, TAMs) sont issus du recrutement des monocytes
circulants qui traversent la paroi des vaisseaux sanguins et se différencient ensuite en
macrophages dans la tumeur. Les monocytes circulants sont divisés en deux sous-populations
(monocytes ‘classiques’ et monocytes ‘non classiques’) en fonction de leurs profils d’expression

(Figure 13) (Lee et al., 2013).

Grt" Grl Figure 13 : Marqueurs de surface des monocytes

CD43" CD43"

cD62L* = - CD62L"

cxscat| (&) (®) [oxacri™

\C/;gggm ... A 4 A4 Sgggm,w D’aprés Lee HW et al. Biochim. Biophys. Acta (2013)
Monocytes Monocytes 1835 :170-179

CD14Mon classiques non classiques |CD 149" ’

Cdi16 Cd16’

Leur recrutement au sein de la tumeur est régulé par différents couples ligands/récepteurs
dont ceux des chimiokines/récepteurs (Tableau 7). Les principaux couples impliqués dans ce
processus sont CCL2/CCR2 (Deshmane et al, 2009), CX3CLI/CX3CR1 mais aussi
VEGF/VEGFR et CD62L ligands/CD62L (sélectine L) (Figure 14A) (Lee et al., 2013). Une fois
dans le tissu, les macrophages se polarisent en différents phénotypes fonctionnels selon les stimuli
auxquels ils sont exposés dans le microenvironnement tumoral (Figure 14A). On distingue ainsi

les macrophages M1 dit ‘pro-inflammatoires’ et les macrophages M2 dit ‘anti-inflammatoires’.
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Figure 14 : Chimiokines et macrophages associés aux tumeurs

A. Recrutement des monocytes et polarisation des macrophages. Les cellules tumorales et les cellules
du stroma sécretent des cytokines et des chimiokines qui recrutent les monocytes ‘classiques’ et ‘non
classiques’ au niveau de la tumeur. Ces monocytes périphériques se différencient ensuite en
macrophages M1 ou M2 selon les stimuli présents dans le microenvironnement tumoral. B. Les TAMs
M1/M2 expriment ensuite des cytokines, chimiokines différentes et exercent des fonctions différentes
au sein de la tumeur.

IFN = Interféron, IL = Interleukine, LPS = Lipopolysaccharide, PDGF = Platelet-derived growth factor, TNF =
Tumor Necrosis Factor
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Ces deux phénotypes alternatifs présentent dans la tumeur des effets opposés ; alors que les TAMs
M1 possédent des propriétés anti-tumorales, les TAMs M2 favorisent la tumeur et sont pro-
tumoraux (Figure 14B) (Hao et al., 2012b; Lakshmi Narendra et al., 2013). Le role des TAMs
dans le développement tumoral reste controversé. Alors que dans le cancer colorectal il a été
rapporté que les TAMs sont pro-inflammatoires et sont associés a de bons pronostics pour les
patients (Algars et al., 2012; Forssell et al., 2007; Funada et al., 2003; Lackner et al., 2004), dans
la majorité des cancers (sein, prostate, ovaires, poumons et mélanome) les TAMs sont considérés
comme anti-inflammatoires et corrélent avec un mauvais pronostic pour les patients (Koukourakis
et al., 1998; Leek et al., 1996; Lissbrant et al., 2000; Salvesen and Akslen, 1999; Zhu et al., 2008).
La polarisation des TAMs en M1/M2 en fonction du stade de la tumeur pourrait étre une des

explications a ces divergences de pronostics (Biswas and Mantovani, 2010; Biswas et al., 2008).

Les neutrophiles

Les neutrophiles, acteurs de DI’immunité innée, phagocytent et éliminent les
microorganismes étrangers a 1’hote. Bien que les neutrophiles soient principalement connus pour
leur fonction antibactérienne, il est aujourd’hui clairement établi que ces cellules immunitaires
jouent un role significatif dans la biologie du cancer (Piccard et al., 2012). Malgré le fait qu’ils
possedent une demi-vie de seulement quelques heures, les neutrophiles représentent la population
leucocytaire la plus importante dans la circulation sanguine. Leur recrutement au sein des tumeurs
est principalement dirigé par les chimiokines qui se lient au récepteurs CXCRI1 et CXCR2
exprimés par les neutrophiles (Tableau 7) (Tazzyman et al., 2013). Chez I’Homme, dans le
cancer des poumons une corrélation positive entre le niveau de CXCL8 et le nombre de
neutrophiles infiltrants a été observée (Bellocq et al., 1998). Bien que faibles en nombre, les
études cliniques faisant état des neutrophiles au sein des tumeurs ont démontré que leur présence
¢tait associée a un mauvais pronostic, notamment dans les mélanomes, les cancers colorectaux, les
cancers du rein, du nasopharynx ou des poumons (Atzpodien and Reitz, 2008; Bellocq et al.,
1998; He et al., 2012; Jensen et al., 2009; Michael et al., 2006; Wislez et al., 2003). Néanmoins,
dans le cancer colorectal, deux études récentes se contredisent. Alors que Absenger et al.
impliquent les neutrophiles dans de mauvais pronostics (Absenger et al., 2013), Droeser et al.
montrent que la présence de cellules fortement positives pour la myéloperoxidase (enzyme
produite par les neutrophiles) représente un facteur indépendant de bon pronostic pour les patients
(Droeser et al., 2013). Pour essayer d’expliquer ces apparentes divergences, 1’étude des différents

phénotypes des neutrophiles semble pertinente.

Les premiers travaux sur le role des neutrophiles dans la biologie du cancer consistaient en
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des expériences de transfert in vivo de ces cellules dans des modeles murins de tumeurs, et ont
démontré un effet anti-tumoral des neutrophiles (Pekarek et al., 1995; Souto et al., 2011). Par la
suite, d’autres travaux ont mis en évidence un effet pro-tumoral des neutrophiles de par leur
sécrétion en facteurs de croissance, en protéases (permettant de dégrader la MEC) ou bien encore
en molécules proangiogéniques (Piccard et al., 2012). Trés récemment, les travaux de Fridlender
et al. ont apporté un nouvel éclairage sur le role des neutrophiles associés aux tumeurs (Tumor-
Associated Neutrophils ou TANSs) (Fridlender et al., 2009). Les auteurs suggérent que les TANs
pourraient se différencier en deux phénotypes différents (N1 et N2) de fagon similaire aux
macrophages (M1/M2), ou les N1 seraient anti-tumoraux et les N2 pro-tumoraux. Il est
aujourd’hui proposé que, contrairement aux macrophages M1/M2 qui expriment différentes
molécules selon leur phénotype, les neutrophiles N1/N2 produiraient plus probablement les
mémes substances, mais en quantités plus ou moins importantes selon leur état d’activation ; cette
hypothése reste cependant a confirmer (Fridlender and Albelda, 2012; Gregory and Houghton,
2011; Houghton, 2010). La polarisation des neutrophiles est schématisée dans la figure 15.

ANTITUMORAL PROTUMORAL
TGF-|‘;1 lIFN-Ii
tumor :
e immune i i
cytotoxicity re]i:l'on memory angiogenesis mvz:lon melastasis
V\ /' tumor growth \ ; immuno-
\ @ / suppreSSion
N1 N2
CD11b’" Ly6G" CD11b’ Ly6G (GR1) Ly6C™
more lobulated, hypersegmented circular nuclei

activation of CTLs (CD25" CD137")

superoxide, H,0,
4 FAS, TNF-a, CCL3, ICAM-1 4 3;8?454%,%’1,35‘0‘?;”3?5}2%5’
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CXCR4, MMP-9, c-myc, STAT3 FAS, TNF-o, CCL3, ICAM-1

D’aprés Piccard H et al. Critical Reviews in Oncology/hematology (2012) 82 :296-309

Figure 15 : Schéma simplifié de la polarisation des neutrophiles N1/N2

Les neutrophiles associés aux tumeurs (TANs) exercent des fonctions a la fois anti- et pro-tumorales.
Ce phénomene appelé ‘polarisation des neutrophiles’, est sous controle des cytokines TGFf
(Fridlender et al., 2009) et IFNf (Jablonska et al., 2010). Les TANs N1 sont des cellules effectrices
aux propriétés anti-tumorales qui sécrétent des molécules cytotoxiques et qui peuvent induire le rejet
des tumeurs ainsi qu’une réponse immunitaire anti-tumorale. A 1’inverse, les TANs N2 supportent la
progression tumorale en favorisant [’angiogénése, l’invasion tumorale, les métastases et
I’immunosuppression (Piccard et al., 2012). Les différentes caractéristiques de ces deux populations
sont résumées dans le panneau en dessous de la figure. Selon la présence de TGFpB ou d’IFN dans le
microenvironnement tumoral, la polarisation des TANSs est stimulée (fléches vertes) ou inhibée (traits
rouges).

CTLs = Lymphocytes T CD8+ cytotoxiques, Ly6 = Lymphocyte antigen 6, MMP-9 = Métalloprotéinase 9

50



Les lvymphocytes T

Les lymphocytes T (LTs) font partie de I’immunité adaptative et assurent I’é¢limination
spécifique des pathogeénes, en reconnaissant les peptides antigéniques présentés par les molécules
du complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH) a la surface des cellules. Les LTs naifs circulent
en continu a travers le sang et les tissus. Ils sont activés lorsqu’ils reconnaissent (dans les tissus
lymphoides secondaires) le complexe CMH-peptide spécifique de leur TCR (T cell receptor) a la
surface des cellules présentatrices d’antigéne (CPA). Suite a leur activation, les LTs proliférent et
se différencient, soit en LTs mémoires, soit en LTs effecteurs. Ces derniers rejoignent ensuite les
tissus 1ésés et y assurent la réponse immunitaire spécifique. Parmi les LTs, on distingue 2
populations : les CD4" et les CD8". Les lymphocytes T effecteurs CD8" (ou cellules T
cytotoxiques) sont les principales cellules effectrices de la réponse immunitaire adaptative,
capables de lyser les cellules infectées par un pathogene. Ils sont soutenus par 1’action des LTs
effecteurs CD4" appelés LT auxiliaires (ou T helper, Th). Ces LTs CD4" peuvent se différencier
en Thl, Th2, Th17 ou encore en LTs régulateurs (Treg), et ce, en fonction des stimuli présents
lors de leur activation par les CPA. Ces populations lymphocytaires T auxiliaires se distinguent
par leurs profils de sécrétion cytokinique responsables de leurs fonctions spécifiques au sein de la
réponse immunitaire (Figure 16) (Hemdan et al., 2012; Powrie and Coffman, 1993; Zhu and Paul,
2010). Les LTs mémoires quant a eux sont responsables de la mise en place d’'une mémoire
immunitaire qui permettra une réponse plus rapide et plus efficace lors d’une nouvelle infection

par le méme pathogene.

Dans le contexte tumoral, les lymphocytes T sont ainsi capables de développer une
réponse immunitaire anti-tumorale en reconnaissant des antigenes tumoraux a la surface des CPA.
Ces antigenes tumoraux correspondent a des antigeénes spécifiques de certaines tumeurs (exprimés
uniquement par les cellules tumorales) ou a des antigénes associés aux tumeurs (exprimés
différemment dans les cellules tumorales par rapport aux cellules normales) (Boon et al., 1997;
Tougeron et al., 2013). Les LTs CD8" activés peuvent alors reconnaitre spécifiquement sur les
cellules tumorales leur complexe CMH-peptide, et induire une lyse de ces cellules grace au
systeme perforine/granzyme ou en engageant les récepteurs de mort (tels que le récepteur Fas)
(Weigelin et al., 2011). Les LTs CD4" Th1 facilitent la destruction du tissu et le rejet de la tumeur
en apportant leur soutient aux LTs CD8" cytotoxiques (Knutson and Disis, 2005). Les LTs CD4"
Th2 quant a eux favorisent une réponse humorale ; ils sont principalement considérés comme
déléteres pour la réponse anti-tumorale (Ellyard et al., 2007) (Figure 16). Les LTs Thl7,

récemment identifiés, sont des LTs aux propriétés inflammatoires dont le role dans la progression

tumorale reste pour le moment controversé. Si les premicres études les ont présentés comme des
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cellules immunitaires pro-tumorales (induction d’une tolérance immunitaire et de 1’angiogénése
tumorale), des travaux plus récents montrent au contraire que les LTs Th17 peuvent exercer des
effets anti-tumoraux (promotion des activités cytotoxiques) (Hemdan, 2013). Enfin, les
lymphocytes Treg sont des cellules immunosuppressives du systéme immunitaire et peuvent
favoriser le développement tumoral en limitant I’immunité anti-tumorale et en favorisant

I’angiogéneése au sein des tumeurs (Facciabene et al., 2012; Nishikawa and Sakaguchi, 2010).
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Figure 16 : Différenciation des lymphocytes T CD4", effets sur la progression tumorale

La différenciation des LTs CD4" vers un phénotype donné est définie par les cytokines présentes dans
leur environnement. Les LT différenciés produisent a leur tour des cytokines qui stimulent la
progression tumorale ou bien entrainent 1’élimination de la tumeur. Ainsi, les lymphocytes Thl sont
induits par I’IL-2 et I’'IFNy, puis produisent eux aussi en retour de I’IFNy. Ce dernier stimule la
différenciation et la prolifération des LTs CD8" qui sont cytotoxiques pour les cellules tumorales. A
I’inverse, I’IL-4 polarise les LTs CD4" vers le phénotype Th2 et la production d’IL-4, IL-5 et IL-13.
Ces cytokines favorisent la production d’Ac par les lymphocytes B, et détournent ainsi I’immunité des
réponses Thl anti-tumorales. Sous I’influence du TGFB, les LTc CD4" se différencient en
lymphocytes Treg qui bloquent activement I’immunité anti-tumorale en supprimant les LT CD8"
tumoricides. Récemment identifiés, les LT Th17 sont induits par I’IL-23 et produisent de I’IL-17. En
retour, I’IL-17 induit la production de cytokines et de chimiokines qui stimulent I’inflammation. Les
médiateurs inflammatoires résultants peuvent contribuer a la progression tumorale en régulant
positivement les cellules immunosuppressives.
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Alors qu’une réponse immunitaire anti-tumorale efficace (notamment par I’action des
CDS8" cytotoxiques et des CD4" Thl) peut conduire a 1’élimination des tumeurs, un déséquilibre
vers une inhibition de I'immunité anti-tumorale peut permettre aux tumeurs d’échapper au

systéme immunitaire (Quezada et al., 2011).

Pour exercer leurs fonctions, les LTs activés doivent quitter les ganglions lymphatiques et
migrer vers le site tumoral, dans lequel ils engageront physiquement les cellules exprimant le
complexe CMH-peptide spécifique de leur TCR. Lors de I’activation des LTs naifs et de la
différenciation des LTs effecteurs, un remaniement de 1’expression des récepteurs de chimiokines
a leur surface est observé ; chaque population lymphocytaire exprime alors un profil d’expression
des récepteurs de chimiokines différent (Sallusto et al., 2000) (Tableau 7). Les chimiokines
exprimées par la tumeur et son microenvironnement vont ainsi contrdler le recrutement des
populations de LTs, et donc le développement, ou non, d’une réponse immunitaire anti-tumorale
efficace. Alors que CX3CLI1 et les ligands de CXCR3 sont décrits pour recruter les LTs Thl et les
LTs cytotoxiques, CCL22 attire préférentiellement les LTs Th2 et les Treg (Curiel et al., 2004a;
Fraticelli et al., 2001; Nishimura et al., 2002; Vicari and Caux, 2002).

De nombreuses €tudes chez 1’animal, dans lesquelles les chimiokines sont exprimées par
les cellules tumorales ou apportées au niveau du site tumoral par diverses technologies, ont mis en
évidence le role des chimiokines dans 1’établissement d’une réponse immunitaire anti-tumorale.
Ainsi, en 1993, Luster et al. furent parmi les premiers a mettre en évidence I'impact de
I’expression de CXCLI10 par les cellules tumorales dans des modeles de tumeurs mammaires
sous-cutanées. Dans cette étude, CXCL10 exerce un effet anti-tumoral qui dépend de la présence
de lymphocytes T (Luster and Leder, 1993). Par la suite, des travaux ont mis en évidence que le
recrutement des lymphocytes T CXCR3", par CXCL10, peut promouvoir la régression spontanée
des mélanomes (Wenzel et al., 2005) mais aussi, que CXCLI11 augmente la présence des
lymphocytes infiltrant la tumeur et inhibe la croissance tumorale dans les cancers du sein et les
lymphomes T (Chu et al., 2007; Hensbergen et al., 2005). Des exemples supplémentaires
similaires seront apportés dans la partie //I.B de ce manuscrit qui traite de 1’utilisation des

chimiokines comme ‘médicaments’ anticancéreux.

Au cours de ces derniéres années, I’impact de I’infiltration lymphocytaire au sein des
tumeurs sur le pronostic des patients a été particulierement étudié, notamment dans le cancer
colorectal. Dans les CCRs, les premicres études se sont intéressées a démontrer que la présence de
lymphocytes infiltrants les tumeurs, indépendamment de leur phénotype, était corrélée au bon

pronostic des tumeurs (Ropponen et al., 1997; Svennevig et al., 1984). Par la suite, il a ét€ montré
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que les LTs mémoires, ainsi que les LTs cytotoxiques et les LTs Th1, représentent les populations
lymphocytaires possédant les meilleurs impacts pronostic en termes de survie des patients et de
récidives (Galon et al., 2006, 2007; Pages et al., 2009). Par ailleurs, des niveaux élevés de
CXCL16 et de CX3CLI1 (deux chimiokines décrites pour €tre actives sur ces sous-populations
lymphocytaires) ont été corrélés avec une augmentation de I’infiltration des leucocytes dans les
tumeurs, ainsi qu’au bon pronostic de celles-ci (Hojo et al., 2007; Ohta et al., 2005). Ces résultats
ont été confirmés par une étude menée par le Dr Jérome Galon, dans laquelle une expression
¢levée de CX3CL1 (ainsi que de CXCL9 et de CXCLI10) au niveau des tumeurs primaires
coliques a ¢ét¢ d’une part associée a une forte infiltration leucocytaire (LTs Thl, LTs
cytotoxiques), et d’autre part représenterait un facteur de bon pronostic (Mlecnik et al., 2010).
Plus récemment, cette méme équipe a montré que 1’expression d’un cluster de génes associ¢ aux
réponses Thl était corrélée positivement a une augmentation de la survie des patients sans
récidive (Tosolini et al., 2011). Par ailleurs, 1’infiltration des tumeurs par les Treg a quant a elle
généralement €té associée a un mauvais pronostic pour les patients. Dans le cancer des ovaires
(Curiel et al., 2004a), le cancer du sein (Bates et al., 2006), le lymphome de Hodgkin (Alvaro et
al., 2005), I’hépatocarcinome (Gao et al., 2007) et le glioblastome (Wainwright et al., 2013), la
présence et la fréquence des Treg au sein des tumeurs correlent positivement avec le grade de la
tumeur et une survie réduite des patients. Au contraire, dans certains types de cancers, tels que le
cancer de la téte et du cou (Badoual et al., 2006), ’accumulation des Treg au sein des tumeurs a
été associée a un pronostic favorable. Dans le cancer colorectal, I’infiltration tumorale par les
Treg reste polémique. Alors que Suzuki et al. indiquent que le ratio LTs CD8"/Treg intra-tumoral
est positivement corrélé a un bon pronostic (Suzuki et al., 2010), Correale et al. montrent une
corrélation positive entre la présence des Treg et le pronostic des patients (Correale et al., 2010).
L’étude de linfiltration des tumeurs par les différentes populations lymphocytaires et sa
corrélation avec la survie des patients continue actuellement d’évoluer néanmoins, le contexte
immunologique des tumeurs apparait d’ores et déja comme un outil puissant et prometteur de

pronostic (Angell and Galon, 2013; Galon et al., 2012, 2013).

ii. Les couples chimiokines/récepteurs dans ’angiogénése tumorale

L’activité chémoattractante des chimiokines n’est pas limitée aux leucocytes, et nombre
d’entre elles sont connues pour induire la migration des cellules endothéliales. De plus, la fixation
des chimiokines a leurs récepteurs spécifiques sur les cellules endothéliales peut également
stimuler la prolifération de ces cellules. Ces chimiokines se comportent alors comme des

molécules proangiogéniques (stimulant I’angiogénéese) (Strieter et al., 2005). A I'inverse, d’autres
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chimiokines fonctionnent comme des facteurs anti-angiogéniques qui inhibent la prolifération des
cellules endothéliales. Dans les tumeurs solides, 1’action proangiogénique des chimiokines est
détournée par les cellules cancéreuses au profit de la croissance tumorale (Figure 17A) (Keeley et
al., 2011; Kiefer and Siekmann, 2011). Par ailleurs, les tumeurs sécrétent des chimiokines qui
vont permettre le recrutement de leucocytes. Une fois recrutés dans la tumeur, ces derniers vont
produire des facteurs proangiogéniques (tels que le VEGF) qui vont favoriser la prolifération des
cellules endothéliales et par la méme la vascularisation de la tumeur (Figure 17B) (Kiefer and

Siekmann, 2011).

1. Les chimiokines CXCs

Les membres de la sous-famille de chimiokines CXC sont décrits comme présentant 1’un
ou l'autre de ces deux effets contraires : pro- ou anti-angiogéniques. La distinction entre
chimiokines ELR" et ELR™ trouve ici tout son sens. Alors que les chimiokines ELR " exercent des
fonctions proangiogéniques, les chimiokines ELR™ exercent quant a elles des fonctions anti-

angiogéniques (Strieter et al., 2005).

Les chimiokines ELR" CXCLI1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCL6, CXCL7 et CXCLS8

sont toutes des molécules angiogéniques capables d’induire la migration et la prolifération des
cellules endothéliales (Strieter et al., 1995, 2005). Ces dernieres expriment les récepteurs CXCR1
et CXCR2 (Murdoch et al., 1999; Salcedo et al., 2000a) qui ont pour ligands agonistes ces
chimiokines ELR". Alors que CXCR2 reconnait ’ensemble des chimiokines ELR", le récepteur
CXCRI ne reconnait que CXCL6, CXCL7 et CXCLS. Il est a noter que CXCR1 n’existe pas chez
la souris (Addison et al., 2000). Cette observation, ajoutée a de nombreuses études, laisse penser
que les chimiokines ELR" exercent leur action angiogénique majoritairement via le récepteur
CXCR2 (Kiefer and Siekmann, 2011; Strieter et al., 2005) et ce également dans 1’angiogénese
tumorale (Keane et al., 2004; Keeley et al., 2010). Chez I’homme, CXCLS8 (premicre chimiokine
ELR" décrite comme molécule proangiogénique) est capable d’induire la survie, la prolifération et
la migration des cellules endothéliales (Heidemann et al., 2003; Singh et al., 2011; Strieter et al.,
1995) (CXCLS8 n’est pas présente chez la souris). Il a ainsi été montré que CXCLS8 peut participer
a I’angiogénése tumorale dans les cancers du sein, du pancréas, des ovaires, des poumons, de la

prostate, du cerveau et de la téte et du cou (Ben-Baruch, 2012; Keeley et al., 2010).

Par ailleurs, les effets proangiogéniques de ces chimiokines ELR™ peuvent étre modulés

par la présence du récepteur leurre DARC. En effet, les ligands de CXCR2 peuvent également

se lier a ce récepteur silencieux avec pour conséquences leur séquestration et donc leur
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indisponibilité pour exercer leur role angiogénique sur les cellules endothéliales (Du et al., 2002).
L’expression de DARC sur les cellules cancéreuses pourrait ainsi conduire a un développement
moins important des tumeurs, comme cela a ét¢ montré dans un modele murin de tumeur de la

prostate (Shen et al., 2006).
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Figure 17 : Roles des chimiokines dans I’angiogénése

A. Les chimiokines agissent directement sur les cellules endothéliales qui expriment des récepteurs de
chimiokines en influengant la migration et la prolifération endothéliales et donc I’angiogénése.

B. Les chimiokines influencent indirectement le comportement des cellules endothéliales en attirant

les leucocytes au sein des tumeurs.
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Les chimiokines ELR" CXCL4, CXCL4L1, CXCL9, CXCL10, CXCL11 et CXCL14
sont des molécules angiostatiques (Keeley et al., 2011). Parmi celles-ci, CXCL4 a été la premiére
chimiokine décrite pour ses propriétés anti-angiogéniques (Maione et al., 1990). Par la suite, un
variant non allélique a été découvert. Nommé CXCL4L1, il ne différe de CXCL4 que par 3
acides aminés et présente une activité angiostatique plus importante que CXCL4 (Struyf et al.,
2004). CXCLAL1 inhibe efficacement la chimiotaxie des cellules endothéliales induite par le
bFGF (fibroblast growth factor) et par CXCLS, ainsi que I’angiogénése tumorale dans des
modeles murins de mélanome et de cancer pulmonaire (Struyf et al., 2004, 2007; Vandercappellen
et al.,, 2011). Les chimiokines CXCL9, CXCL10 et CXCLI11, induites par les molécules
d’interféron (IFN), inhibent l'angiogénése stimulée par les chimiokines ERL", le FGF et le VEGF
(Arenberg et al., 1997; Soto et al., 1998; Strieter et al., 1995). Le principal récepteur décrit pour
reconnaitre ces chimiokines ERL™ est le récepteur CXCR3, qui existe chez ’homme sous trois
formes différentes ; CXCR3A, CXCR3B et CXCR3-alt (variants d’épissage) ; la présence de ces
variants chez la souris n’a pas encore été établie. Alors que la forme CXCR3A est impliquée dans
le recrutement des leucocytes, la forme CXCR3B est exprimée par les cellules endothéliales
(Salcedo et al., 2000a; Soto et al., 1998) et transmet les effets angiostatiques des chimiokines
ERL" (Lasagni et al., 2003; Romagnani et al., 2001; Salcedo et al., 2000a). Les chimiokines
CXCL9, CXCLI10 et CXCLI11 ont ainsi été décrites comme pouvant réduire I’angiogénese des
tumeurs (Strieter et al., 2005). CXCL14 est la derniére chimiokine ERL™ aux propriétés
angiostatiques mise en évidence (Shellenberger et al., 2004), mais son récepteur n’a pas encore
été identifié. CXCL14 est décrite pour inhiber la chimiotaxie des cellules endothéliales en réponse
a CXCLS, au bFGF et au VEGF (Shellenberger et al., 2004). Ainsi, dans un mode¢le de cancer de
la prostate chez la souris, son expression par les cellules cancéreuses semble entrainer une

réduction de la croissance tumorale (Schwarze et al., 2005).

La chimiokine CXCL12 posséde quant a elle des propriétés proangiogéniques et

constitue ainsi D’exception parmi les chimiokines ELR". CXCLI2 est reconnue par deux
récepteurs : CXCR4 et CXCR7 qui sont tous deux impliqués dans les fonctions angiogéniques de
cette chimiokine. Les premiers ¢éléments suggérant que CXCL12, CXCR4 et CXCR7 sont des
acteurs essentiels de la vascularisation proviennent des études de KO chez la souris. Dans ces
modeles murins, 1’absence de 1’'une de ces trois protéines est létale pour les animaux, et ce
notamment en raison d’un défaut de vascularisation (Nagasawa et al., 1996; Sierro et al., 2007;
Tachibana et al., 1998). L’implication de CXCR7 dans le processus de néovascularisation a été
confirmée par les travaux de Miao et al. dans un modéle de zebra fish (poisson zebre) (Miao et al.,
2007). Concretement, différentes études ont montré que CXCL12 pouvait stimuler directement la

formation de nouveaux vaisseaux sanguins soit par son action via CXCR4 sur la migration et
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I’activation des cellules endothéliales (Guleng et al., 2005; Salcedo et al., 1999), soit par son
action via CXCR4 et CXCR7 sur le recrutement de progéniteurs endothéliaux (Dai et al., 2011;
Petit et al., 2007; Yan et al., 2012). Par ailleurs, CXCL12 a été décrite pour stimuler indirectement
la néovascularisation en induisant I’expression de facteurs proangiogéniques (tels que le VEGF,
CXCL1 et CXCLS8) par les leucocytes, les cellules endothéliales ou les cellules tumorales (Brand
et al., 2005; Dwinell et al., 1999; Kijowski et al., 2001; Liang et al., 2007; Wang et al., 2008).
Bien que deux études distinctes ont montré que le couple CXCL12/CXCR4 n’intervenait pas dans
I’angiogénése tumorale (Miiller et al., 2001; Phillips et al., 2003), il est toutefois intéressant de
noter qu’une étude clinique a montré que I’expression de CXCL12 et de CXCR4 était associée a
la résistance au traitement par le Bevacizumab (anti-VEGF) chez des patients atteints d’un cancer
du rectum, suggérant une implication forte de CXCL12 dans 1’angiogén¢se tumorale (Xu et al.,
2009). Tout autrement, il a ét¢ montré que CXCR7 est surexprimé dans les vaisseaux sanguins
associés aux tumeurs de différents cancers (Goguet-Surmenian et al., 2013; Guillemot et al., 2012;
Miao et al., 2007; Monnier et al., 2012). De ce fait, CXCR7 se voit aujourd’hui proposé comme
marqueur de la vascularisation tumorale (Hattermann et al., 2010; Maishi et al., 2012). Ces

derniers éléments feront 1’objet d’une discussion dans la partie résultats de ce manuscrit.

2. Les chimiokines CCs

Certains membres de la sous-famille des CC chimiokines (CCL2, CCL11, CCL15, CCL16
et CCL23) ont également ét¢ identifiés comme promoteurs de I’angiogénese (Hwang et al., 2004,
2005; Salcedo et al., 2000b, 2001; Strasly et al., 2004). La chimiokine CCL2 a été
particulierement impliquée dans I’angiogénese tumorale (Keeley et al., 2011) ou elle induit la
migration des cellules endothéliales et la formation des tubes de migration, suite a I’activation de
son récepteur CCR2 (exprimé par les cellules endothéliales) (Salcedo et al., 2000b). Deux études
distinctes ont montré que les cellules cancéreuses peuvent produire CCL2 et que 1’activation de
CCR2 par CCL2 peut impacter directement 1’angiogénése et la croissance tumorales (Salcedo et

al., 2000b; Stamatovic et al., 20006).

3. La chimiokine CX3CL1

La chimiokine CX3CL1 peut également réguler 1’angiogénése de manicre directe
(Imaizumi et al., 2004; Lee et al., 2006; Volin et al., 2001). Cependant son role dans
I’angiogénése tumorale semble plutot indirect via le recrutement des macrophages (Lee et al.,

2013).
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4. Le recrutement des leucocytes dans ’angiogénése tumorale

Les leucocytes infiltrant les tumeurs peuvent jouer un role déterminant dans 1’angiogénése
tumorale (Murdoch et al., 2008) comme tel est le cas pour les TAMs et les TANs. Nous avons vu
précédemment que leur recrutement dans le microenvironnement tumoral est dicté par diverses
interactions moléculaires dont le dialogue entre les chimiokines et leurs récepteurs (Tableau 7).
Les chimiokines peuvent donc participer indirectement a I’angiogénese tumorale en recrutant les

leucocytes.

Les macrophages associé¢s aux tumeurs, lorsqu’ils se polarisent selon le phénotype M2,
sont capables de promouvoir I’angiogénése tumorale (Figure 14) (Murdoch et al., 2008; Owen
and Mohamadzadeh, 2013). Parmi les travaux de référence, ceux de Lin et al. mettent en évidence
que, dans un modele murin de cancer du sein, la déplétion des macrophages diminue de 50% la
densité vasculaire des tumeurs (Lin et al.,, 2006). Les propriétés angiogéniques des TAMs
semblent dues a leur capacité a libérer dans le microenvironnement tumoral des facteurs
angiogéniques tels que le VEGF, le PDGF, le TGF3 et CXCLS. Les TAMs produisent ¢galement
des protéases (métalloprotéinase-2 (MMP2), MMP7 et MMP9) (Coffelt et al., 2009; Dirkx et al.,
2006; Mantovani and Sica, 2010). Parmi ces protéases, MMP9 a été identifiée comme étant un
acteur majeur de la vascularisation des tumeurs (Deryugina and Quigley, 2010). MMP9 peut
notamment permettre la libération du VEGF et du bFGF séquestrés sous forme inactive dans la
MEC. Par ailleurs, alors qu’il a ét¢ montré que les TAMs s’accumulent plus particulierement dans
les zones hypoxiques de différents cancers dont les CCRs (Bailey et al., 2007; Murdoch et al.,
2008), le défaut d’oxygene dans le microenvironnement conduit a la rétention des TAMs dans le
tissu en diminuant I’expression des récepteurs CCR2 et CCRS et en augmentant celle de CXCR4

a la surface des TAMs (Bosco et al., 2004; Schioppa et al., 2003; Sica et al., 2000).

Les neutrophiles associés aux tumeurs peuvent également stimuler I’angiogénese. Les
granules des neutrophiles contiennent un large cocktail de facteurs de croissance, de protéases et
de chémoattractants, qui une fois libérés dans le microenvironnement ont un impact sur la
vascularisation de la tumeur (Tazzyman et al., 2013). Les TANs contiennent notamment des
quantités importantes de VEGF qui, lorsqu’il est libéré, peut directement activer les cellules
endothéliales (Gaudry et al., 1997; Kusumanto et al., 2003). De facon intéressante, les
neutrophiles circulants issus de patients présentant un carcinome spinocellulaire contiennent
significativement plus de VEGF que les neutrophiles présents chez les patients controles
(Jablonska et al., 2005). Les TANSs sont également source de chimiokines angiogéniques (CXCL1,
CXCLS) (Scapini et al., 2000), mais le lien précis entre les chimiokines produites par les TANs et
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I’angiogénése reste a approfondir. Enfin, les TANs libérent dans le microenvironnement tumoral
la métalloprotéinase MMP9, citée précédemment comme acteur majeur de 1’angiogénése
tumorale. Toutefois, les effets proangiogéniques de MMP9 peuvent étre contrebalancés par sa
capacité a activer par clivage 1’angiostatine, molécule angiostatique de référence (Patterson and

Sang, 1997; Scapini et al., 2002).

En outre, du fait de la surexpression de nombreux facteurs proangiogéniques dans le
microenvironnement tumoral et de 1’efficacité des chimiokines a recruter les leucocytes dans les
tumeurs, il est difficile de différencier in vivo les effets directs des chimiokines sur les cellules

endothéliales de 1’activité proangiogénique des leucocytes infiltrants.

iii. Les couples chimiokines/récepteurs : acteurs de la prolifération et de la

migration tumorales

Les chimiokines peuvent réguler le développement tumoral (positivement ou
négativement) de facon plutdt indirecte en dirigeant la migration leucocytaire ou en régulant
I’angiogénése tumorale. Cependant, les chimiokines peuvent également moduler la progression
des cancers de maniére directe en influengant invasion tumorale et métastases mais aussi survie et

prolifération tumorales.

1. Réle dans la dissémination métastatique

La dissémination des cellules tumorales au sein de 1’organisme n’est pas un processus
aléatoire mais est au contraire contrdlé par des mécanismes spécifiques de la tumeur d’origine et
de I’organe secondaire dans lequel vont se développer les métastases (§1.B.iv). En 2001, Miiller et
al. ont mis en évidence pour la premicre fois I’implication des chimiokines dans la domiciliation
organe-spécifique des cellules cancéreuses mammaires. Ils ont ainsi montré que les récepteurs de
chimiokines CXCR4 et CCR7 sont surexprimés par les cellules tumorales de cancer du sein
(Miiller et al., 2001). Les ligands correspondant a ces récepteurs (respectivement CXCL12 et
CCL21) sont exprimés de maniére constitutive dans les organes cibles des métastases de ces
cancers (les ganglions lymphatiques (GGL), les poumons, le cerveau, le foie et la moelle osseuse).
Les auteurs ont alors démontré que ces deux récepteurs jouaient un role déterminant dans la
domiciliation des cellules tumorales mammaires dans les poumons et dans les GGL (Miiller et al.,
2001). II est maintenant bien établi que 1’expression des récepteurs de chimiokines par les cellules
tumorales, associée a la production des ligands correspondants dans les organes, oriente la

progression métastatique. Le nombre et la nature des récepteurs de chimiokines impliqués dans ce
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processus dépendent a la fois de la tumeur d’origine et de I’organe secondaire concerné. Pour
établir les roles des chimiokines dans le processus métastatique, deux types d’approches ont été
utilisées. La premiere approche consiste a étudier 1’effet d’antagonistes de certaines chimiokines
ou de leurs récepteurs sur le développement de métastases expérimentales chez 1’animal (Tableau
8). La deuxiéme approche consiste a réaliser des études rétrospectives chez les patients atteints de
cancer et de rechercher une corrélation entre la progression tumorale et 1’expression des

récepteurs de chimiokines.

Le récepteur CXCR4 est le récepteur de chimiokines qui a été¢ le plus étudié dans la
dissémination des cellules cancéreuses. Il est surexprimé dans plus de 20 cancers différents
(Raman et al., 2011; Zlotnik et al., 2011) dont le cancer colorectal (Ottaiano et al., 2005). Dans ce
dernier, il a été rapport¢ qu’une forte expression de CXCR4 est associée a la présence de
métastases au niveau des GGL (Schimanski et al., 2005) et au niveau du foie (Kim et al., 2006),
ainsi qu’a une augmentation de la récidive tumorale (Kim et al., 2005). Par ailleurs, une
expression élevée de CXCR4 dans les CCRs est inversement corrélée a la survie des patients
(Kim et al., 2006; Speetjens et al., 2009; Yopp et al., 2012). Dans le CCR, la neutralisation du
récepteur CXCR4 dans un modéle de métastases hépatiques et pulmonaires a permis de démontrer
que ce récepteur était plus impliqué dans le développement que dans la domiciliation des
métastases (Zeelenberg et al., 2003). L’effet prolifératif en réponse a la fixation de CXCL12 a son
récepteur a été démontré in vitro sur différentes lignées coliques humaines (Ottaiano et al., 2005).
Les mode¢les animaux de métastases expérimentales, dans lesquels des bloqueurs de CXCR4 ont
été utilisés, ont largement été développés pour différents types de cancers. Ces travaux ont permis
de démontrer le role crucial de I’axe CXCL12-CXCR4 dans le développement métastatique de

nombreux cancers (Tableau 8).

La chimiokine CXCL12, ligand de CXCR4, peut également se lier spécifiquement au
récepteur CXCR7. De la méme maniere que pour CXCR4, les modéles animaux ont mis en
¢vidence que CXCR?7 participerait au développement des tumeurs (Tableau 8). Dans divers
cancers, 1’altération de 1’expression de CXCR?7 a été corrélée a 1’agressivité des tumeurs et/ou a
une faible survie des patients (Bennani-Baiti et al., 2010; D’ Alterio et al., 2010; Hao et al., 2012a;
Schrevel et al., 2012; Wang et al., 2008, 2012). Cependant, seules trois études ont impliqué ce
récepteur dans la mise en place des métastases. Ainsi, Miao et al. puis Grymula et al. ont
respectivement montré que la surexpression de CXCR7 par les cellules tumorales faciliterait la
croissance des métastases pulmonaires de cancer du sein (Miao et al., 2007) ainsi que la
domiciliation des cellules cancéreuses humaines de rhabdomyosarcome dans la moelle osseuse

(Grymula et al., 2010). Plus récemment, il a ét¢ montré que I’inhibition de CXCR7 par ARN
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interférence dans les cellules de carcinome hépatocellulaire réduisait les métastases pulmonaires

de ces cancers (Xue et al., 2012). En revanche, dans un modéle murin de métastases spontanées de

cancer du sein, Hernandez et al. ont montré que, bien que CXCR?7 facilite la croissance des

tumeurs primaires, a 1’inverse il diminue 1’apparition des métastases pulmonaires (Hernandez et

al., 2011).
Récepteurs Modéles tumoraux Résultats Références
. Inhibition de 1 i tu 1 .
Cancer du sein et métastases faot 1()?1 e crmssance' moraie (Smith et al., 2004)
et des métastases pulmonaires
(Liang et al., 2004, 2005;
Meétastases pulmonaires, Ma et al., 2009a; Miiller
ganglionnaires et osseuses Inhibition des métastases et al., 2001; Richert et al.,
de cancer du sein 2009; Tamamura et al.,
2003)
. Diminution de la croissance tumorale
Cancer gastrique . e, (Yasumoto et al., 2006)
et de la carcinose péritonéale
o . Rubin et al., 2003; Y
Cancer du cerveau Inhibition de la croissance tumorale (Rubin ct a ang
et al., 2007)
CXCR4 Cancer du pancréas Diminution de la croissance tumorale  (Porvasnik et al., 2009)

CXCR7

Meétastases hépatiques et

pulmonaires de cancer du pancréas

Métastases pulmonaires de
mélanome et de cancer des
poumons

Cancer de la téte et du cou

Cancer de I’ovaire

Cancer des poumons

Lymphome

Cancer du sein et des poumons

Meétastases pulmonaires de cancers

du sein

Hépatocarcinomes

Métastases de rhabdomyosarcome

Cancer de la téte et du cou

Inhibition des métastases

Diminution du nombre de métastases

Inhibe la croissance tumorale et les
métastases pulmonaires

Diminution de la dissémination des
cellules cancéreuses dans la cavité
péritonéale

Inhibition de la croissance tumorale

Augmentation de la survie
Diminution de la croissance tumorale

Diminution des métastases
Inhibition de la croissance et de
I’angiogénése tumorales
Diminution des métastases

Inhibition de la croissance et de
I’angiogénése tumorales

(Saur et al., 2005)

(Kim et al., 2008;
Takenaga et al., 2004)

(Yoon et al., 2007)

(Kajiyama et al., 2008)

(Burns et al., 2006)

(Miao et al., 2007)

(Zheng et al., 2010)
(Grymula et al., 2010)

(Maussang et al., 2013)

Tableau 8 : Exemples d’études précliniques — Inhibition de la voie de signalisation CXCL12
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Le récepteur CXCR3 semble également impliqué dans la dissémination métastatique de
différents cancers. Ce récepteur a été montré pour étre exprimé a la surface des cellules tumorales
mammaires et pour participer activement a la mise en place des métastases de ces cancers dans les
poumons (Walser et al., 2006). Ce récepteur a été plus récemment décrit comme étant un facteur
de mauvais pronostic pour 1’évolution des cancers du sein (Ma et al., 2009b). CXCR3 a été
impliqué dans 1’adressage des métastases de mélanome et de CCR au niveau des ganglions
lymphatiques (Kawada et al., 2004, 2007) et dans I’adressage des métastases de CCR, de cancer
du sein et d’ostéosarcome au niveau des poumons (Cambien et al., 2009; Ma et al., 2009b;
Pradelli et al., 2009). CXCR3 ne participerait cependant pas a la domiciliation des métastases de

CCR dans le foie (Cambien et al., 2009).

D’autres récepteurs de chimiokines ont aussi été identifiés pour leur role dans la
domiciliation organe-spécifique des métastases. C’est le cas du récepteur CCR7 impliqué dans
I’adressage des métastases de divers cancers (dont les CCRs) dans les GGL, ceux-ci exprimant
constitutivement la chimiokine correspondante CCL21 (Ding et al., 2003; Giinther et al., 2005;
Lopez-Giral et al., 2004; Mashino et al., 2002; Takanami, 2003). Le récepteur CCR6 est quant a
lui décrit comme étant surexprimé dans les cancers coliques ainsi qu’au niveau des métastases
hépatiques de ces cancers (Ghadjar et al., 2006; Rubie et al., 2006). Il est suggéré que CCR6
participerait a la mise en place des métastases au niveau du foie, ou son ligand CCL20 est
constitutivement exprimé. Un autre exemple remarquable est celui du récepteur CCR9 exprimé
par les cellules tumorales de mélanome et qui correle avec la dissémination métastatique de ces
cellules dans I’intestin gréle. Ce dernier est un organe secondaire rarement ciblé par les métastases
mais qui exprime constitutivement CCL25, agoniste de CCR9 (Amersi et al., 2008; Letsch et al.,
2004).

2. Roéle dans la survie et la prolifération des cellules tumorales

Les récepteurs de chimiokines a la surface des cellules cancéreuses peuvent transmettre a
ces derni¢res bien plus que des signaux de migration. L’activation de certains récepteurs de
chimiokines peut en effet favoriser la survie et la prolifération des cellules tumorales, que ce soit
au niveau du site primaire ou au niveau des organes secondaires. La présence de chimiokines dans
le microenvironnement des métastases peut donc permettre aux cellules tumorales, exprimant
leurs récepteurs, de dépasser les programmes de mort cellulaire fréquemment observés lors de
I’arrivée des cellules dans un nouvel organe et d’engager un processus de croissance tumorale

(Mukaida and Baba, 2012; Verbeke et al., 2011).
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Dans ce contexte, les chimiokines les mieux caractérisées sont les chimiokines CXCL1,
CXCL2, CXCL3 et CXCLS8 qui fonctionnent comme des facteurs autocrines de croissance dans
divers cancers (Brew et al., 2000; Dhawan and Richmond, 2002; Kollmar et al., 2007; Miyamoto
et al., 1998; Schadendorf et al., 1993). De plus, dans les CCRs, le blocage de CXCRI1 et de
CXCR2 (récepteurs des chimiokines susdites) inhibe le développement des métastases hépatiques
en diminuant la néovascularisation et en augmentant 1’apoptose des cellules cancéreuses (Varney
et al., 2011). Par ailleurs, I’effet de CXCLS8 a ¢été particulierement étudié et il a ét¢ montré que
CXCLS8 était surexprimée dans les tumeurs coliques (Cui et al., 2009) ainsi que dans leurs
métastases hépatiques (Rubie et al., 2007). Dans cette derni¢re étude 1’expression de CXCLS
correle positivement avec le grade des tumeurs, suggérant une association étroite entre

I’expression de CXCLS et la progression tumorale et métastatique des CCRs.

Tout autrement, le récepteur CCR10 a été particulierement impliqué dans la survie des
cellules cancéreuses meélanocytaires. Ce récepteur est activé par son ligand CCL27 dont
I’expression est restreinte au niveau de la peau. Ainsi, les cellules tumorales mélanocytaires
CCRI10" résistent in vitro a 1’apoptose lorsqu’elles sont exposées a CCL27. Un mécanisme
similaire intervenant in vivo pourrait expliquer comment le traitement des tumeurs par un Ac anti-
CCL27 inhibe la croissance des cellules cancéreuses (Murakami et al., 2003). CCL1 (Ruckes et
al., 2001; Van Snick et al., 1996), CCL25 (Qiuping et al., 2004), CXCLS8 (Francia di Celle et al.,
1996) et CXCLI12 (Burger et al., 2000) semblent étre de la méme manicre impliquées dans la
survie des cellules leucémiques. Le role de CXCL12 dans la mort par apoptose reste cependant
controversé. Plusieurs études décrivent CXCLI12 soit comme un répresseur d’apoptose, soit
comme un inducteur d’apoptose (Mukaida and Baba, 2012; Verbeke et al., 2011). Le rdle pro-
tumoral de CXCL12 dans divers cancers a toutefois ét¢ démontré via le blocage de ses récepteurs

dans des études précliniques (Tableau 8).

Bien que les ligands de CXCR3 ont ¢été largement décrits pour leurs fonctions
angiostatiques, ils ont également été mis en cause dans la croissance, la survie et la migration des
cellules cancéreuses (Singh et al., 2013). Il a d’abord été suggéré que la chimiokine CXCL10
pourrait favoriser la croissance tumorale (Suyama et al., 2005), puis il a ét¢é montré par la suite
que cette chimiokine stimulait la prolifération et I’invasion tumorales (Melillo et al., 2005). Ces
apparentes divergences d’actions (pro-tumorales, anti-tumorales) pourraient étre liées a
I’existence chez I’homme de deux variants de CXCR3, CXCR3-A et CXCR3-B (Strieter et al.,
2005). Certains tissus, tels que le cceur, les reins et le foie expriment les deux variants. D’autres
tissus, comme le placenta, expriment sélectivement CXCR3-A et les cellules endothéliales micro-

vasculaires CXCR3-B. L’engagement de CXCL10 par le récepteur CXCR3-A conduit a la
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prolifération cellulaire et a la chimiotaxie (Datta et al., 2006; Kawada et al., 2004; Lo et al., 2010),
alors que la liaison de CXCL10 a CXCR3-B semble inhiber la prolifération (Lasagni et al., 2003;
Strieter et al., 2005). Ainsi, le profil d’expression des deux variants de CXCR3 peut moduler les

effets de leurs ligands sur la croissance tumorale.

iv. Les couples chimiokines/récepteurs et les fibroblastes associés aux tumeurs

Les fibroblastes associés aux tumeurs (CAFs) sont des acteurs importants du
microenvironnement tumoral. Les CAFs fournissent a la tumeur des facteurs essentiels a son
évolution, entrainant prolifération et invasion tumorales (Shimoda et al., 2010). Les chimiokines,
via leurs récepteurs, ne sont pas étrangeres aux fonctions qu’exercent les CAFs sur les cellules
cancéreuses. Elles sont en effet impliquées d’une part dans I’établissement des CAFs sur le site
tumoral et d’autre part dans la communication entre les CAFs et les cellules cancéreuses (Mishra

etal., 2011).

Tout d’abord, il est a noter que les CAFs trouvent en partie leur origine dans le
recrutement sur le site tumoral de cellules souches mésenchymateuses (Mesenchymal Stem Cells,
MSCs) associées a la moelle osseuse. Il a ét¢ montré dans divers cancers, notamment dans des
modeles murins de cancers gastriques, que les MSCs peuvent représenter jusqu’a 20% des CAFs
du microenvironnement tumoral (Guo et al., 2008; Quante et al., 2011). Bien que les mécanismes
précis ne soient pas encore connus, les chimiokines CXCL12 et CCL2 semblent étre impliquées
dans la domiciliation tumorale des MSCs (Dwyer et al., 2007). Dans un modele ¢élégant de tumeur
gastrique, les travaux de Michael Quante en 2011 ont montré que 1’inhibition de CXCR4 entraine
la diminution du recrutement des MSCs sur le site tumoral, évoquant un role significatif de 1’axe
CXCL12/CXCR4 dans ce processus (Quante et al., 2011).

En outre, les CAFs peuvent également provenir de 1’activation des fibroblastes résidents
dans le tissu avant la transformation tumorale. Ceci a notamment ét¢ démontré dans le cancer du
sein ou les fibroblastes résidents peuvent co-évoluer avec les cellules cancéreuses en établissant
des boucles de signalisation autocrines via le TGF[3, mais également via CXCL12 et son récepteur
CXCR4 (tous deux exprimés par les CAFs), cette boucle étant nécessaire a 1’activation et au

maintien des CAFs (Kojima et al., 2010).

Par ailleurs, suite au recrutement des MSCs ou a 1’activation des fibroblastes résidents par
les cellules cancéreuses, les CAFs sécretent divers facteurs de croissance et cytokines qui vont
stimuler et soutenir les processus tumoraux (néoangiogéneése, prolifération tumorale et métastases)

(Polanska and Orimo, 2013). Certaines chimiokines ont particulierement €été mises en évidence
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pour leur influence sur les différents processus du cancer. Dans ce contexte, I’axe CXCL12-
CXCR4 a été particulierement étudié¢ et son implication apparait aujourd’hui comme évidente
(Mishra et al., 2011). Pour exemple, I’étude des CAFs associés a des cellules cancéreuses
mammaires métastatiques a montré que la production de CXCLI12 par les CAFs stimule la
prolifération des cellules cancéreuses voisines et stimule également I’angiogénése en recrutant des
progéniteurs endothéliaux sur le site tumoral (Matsusue et al., 2009; Orimo et al., 2005). De fagon
intéressante, 1’étude de 1’impact du polymorphisme de la chimiokine CXCL12 sur les propriétés
métastatiques des cellules cancéreuses de tumeurs colorectales a montré que la forme CXCL12-
G801A pourrait augmenter 1’expression au niveau ARN de CXCL12 par les CAFs et que cette
expression de CXCL12 serait un marqueur prédictif de la formation des métastases au niveau des
ganglions lymphatiques dans les CCRs (Chang et al., 2009). Néanmoins, diverses études ont
¢galement mis en avant d’autres chimiokines (telles que CCL2, CCL5, CCL7, CXCLS et
CXCL14) produites par les CAFs et ayant un effet pro-tumoral (Mishra et al., 2011). Ainsi, le
groupe d’Arne Ostman (Augsten et al., 2009) a mis en évidence que la molécule CXCL14
sécrétée par les CAFs joue un role majeur dans I’évolution du cancer de la prostate. Les auteurs
ont montré que les CAFs issus de tissus tumoraux humains de cancer de la prostate surexpriment
la chimiokine CXCL14 comparés aux fibroblastes normaux. Cette expression de CXCL14 agit de
manicre autocrine sur les CAFs en stimulant leur prolifération. La chimiokine CXCLI14
stimulerait de plus la prolifération des cellules cancéreuses, le recrutement des macrophages sur le
site tumoral et I’angiogénése tumorale. Par leurs travaux, les auteurs mettent en lumiere un role
pro-tumoral de CXCL14 produit par les CAFs. Ce dernier résultat est surprenant du fait des études
citées précédemment sur le role de CXCL14 (chimiokine ELR") dans I’angiogénese tumorale. Il
est a rappeler ici que le récepteur de CXCL14 n’est pas encore identifié. Les interprétations des

différents travaux sur CXCL14 doivent donc étre examinées avec attention.

En résumé, comme illustré dans la figure 18, lors des premiéres phases de la progression
tumorale, les cellules cancéreuses induisent la différenciation des fibroblastes résidents ou des
MSCs en CAFs, donnant lieu a une présence importante des CAFs au niveau du site tumoral
(étapes 1 et 2). Les CAFs générés libérent une variété de chimiokines possédant des propriétés
pro-tumorales (étape 3). Les chimiokines issues des CAFs augmentent ainsi 1’angiogénése et
favorisent le recrutement des TAMs sur le site tumoral. Elles agissent également sur les cellules
tumorales elles-mémes en stimulant leur prolifération et leur migration (étape 4). L’accumulation
des ¢éléments pro-tumoraux propres aux cellules cancéreuses et aux cellules du
microenvironnement tumoral, en supplément de [Dactivit¢é pro-tumorale des différentes
chimiokines présentes, aboutit & une prolifération tumorale plus importante et a la formation de

métastases dans des organes secondaires tels que les poumons, les os et le foie (étapes 4 et 5).
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Chimiokines
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D’aprés Mishra P, J Leukoc Biol. (2011) 89(1) :31-9

Figure 18 : Les interactions bidirectionnelles entre les CAFs et la tumeur conduisent a la
libération de chimiokines pro-tumorales
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En conclusion, les roles des chimiokines et de leurs récepteurs dans la biologie du cancer
peuvent se résumer en trois types d’action : (i) fournir des signaux de survie et de croissance, (ii)
fournir des signaux directionnels pour la migration (invasion et métastase) et (iii) moduler le
microenvironnement tumoral. IIs exercent donc de multiples actions aboutissant soit a des effets

anti-tumoraux, soit a des effets pro-tumoraux (Figure 19).

PRIMARY TUMOR SITE
r

°

Tumour cells

Macrophages

Neutrophils

Fibroblasts - °
SURVIVAL
PROLIFERATION

METASTATIC SITE

D’apres O’Hayre M, Biochem. J. (2008) 409 :635—649

Figure 19 : Schéma illustrant le réle pro-tumoral des chimiokines au cours des différentes étapes
du cancer

Au sein de la tumeur, les cellules tumorales produisent des chimiokines qui recrutent les leucocytes.
Les cellules tumorales sont ainsi entourées par un microenvironnement cellulaire qui comprend des
fibroblastes mais également des macrophages, neutrophiles et autres cellules du systéme immunitaire.
Les chimiokines produites par les cellules tumorales et le microenvironnement servent a recruter les
cellules endothéliales et favorisent donc 1’angiogénése. Toutes ces cellules produisent également
d’autres cytokines, facteurs de croissances et protéases qui augmentent la croissance, la prolifération et
I’angiogénése tumorales. La dissémination des cellules tumorales est facilitée par la surexpression de
récepteurs de chimiokines particuliers (tels que CXCR4) a la surface des cellules tumorales. Ces
récepteurs leur permettent de migrer dans des organes secondaires ou leurs ligands sont exprimés. De
manicre similaire au site primaire, les boucles autocrines et paracrines des chimiokines dans le
microenvironnement peuvent tre particuliérement importantes pour la survie et la croissance des

cellules disséminées.
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Afin de produire ses effets, un récepteur de chimiokines peut reconnaitre de multiples

ligands. Une chimiokine quant a elle peut activer plusieurs récepteurs pour obtenir une réponse

biologique. De manicre plus subtile, un méme ligand peut exercer des fonctions antagonistes en

fonction du récepteur auquel il se lie et selon la cellule cible exprimant le récepteur. Ceci est

particulierement illustré dans le cas du trio de récepteurs CXCR3, CXCR4 et CXCR?7 activés par

CXCLI1 et/ou CXCL12. Dans cette deuxiéme partie d’introduction, nous avons vu leurs

différents effets sur la prolifération tumorale, le développement des métastases ou bien encore

dans 1’angiogénése tumorale. Les relations entre ces trois récepteurs et leurs ligands sont

schématisées dans la figure 20 (Singh et al., 2013) et seront abordées dans la discussion des

résultats du projet « CXCR7 ».

CXCL11/I-TAC

CXCL10/1P-10

CXCL9 / Mig

[Cell Prolif: eration/Migration]

Figure 20: Représentation
schématique des interactions
au sein du trio de récepteurs
CXCR3, CXCR4 et CXCR7

CXCR4, CXCR7, CXCR3 et
leurs ligands CXCL12, CXCL11,
CXCL9, CXCL10 et CXCL4
sont exprimés dans le
microenvironnement tumoral par
les cellules tumorales elles-
mémes, les cellules endothéliales
et d’autres cellules. La réponse
biologique dépendra de la nature
des différentes interactions dans
le dialogue entre ces trois
récepteurs.

D aprés Singh AK, Cytokine Growth factor Reviews (2013) 24 :41-49
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III. Les chimiokines et leurs récepteurs comme cibles

thérapeutiques des cancers

L’apport des agents ciblés a I’arsenal préexistant des chimiothérapies et des radiothérapies
représente une avancée significative dans les traitements de plusieurs cancers. Dans certains types
de cancers sans option thérapeutique efficace, ces agents deviennent la premicre ligne de
traitement (exemple du Bevacizumab dans les glioblastomes). Malheureusement, dans certains
cas, comme les cancers colorectaux métastasés, les bénéfices en termes de survie restent
modestes, incitant alors a développer de nouvelles stratégies thérapeutiques plus efficaces. Les
connaissances sur le role des chimiokines et de leurs récepteurs dans les différentes étapes du
développement tumoral, font d’eux des molécules cibles de choix dans les traitements

anticancéreux.

A. Le blocage des chimiokines/récepteurs utilisé comme stratégie
anticancéreuse

Lorsque les chimiokines et leurs récepteurs sont impliqués dans la survie, la prolifération,
I’invasion des cellules cancéreuses, la domiciliation dans les organes secondaires ou encore dans
I’angiogénése tumorale, la rupture de leur voie de signalisation (en bloquant la chimiokine ou le
récepteur) apparait comme une stratégie thérapeutique pertinente. Le ciblage des récepteurs de
chimiokines peut notamment prévenir la domiciliation des cellules tumorales dans les niches
métastatiques. Les résultats des études précliniques chez I’animal démontrent que les composés
ou anticorps qui bloquent certaines chimiokines ou certains récepteurs de chimiokines peuvent

étre des molécules anticancéreuses efficaces (Tableau 9).

Parmi les couples chimiokines/récepteurs ciblés, 1’axe CXCL12/CXCR4 a été
particulierement étudié et ce dans différents cancers. Dans ce but, de nombreux agents ont été
développés pour cibler la voie de signalisation de CXCL12 (Tableau 8 §//.B.iii.) ; que ce soit des
Ac neutralisants anti-CXCR4 (Miiller et al., 2001), des ARNs interférents dirigés contre CXCR4

(Liang et al., 2005) ou contre CXCR7 (Miao et al., 2007), des petites molécules antagonistes de
CXCR4 (De Clercq, 2003, 2005) ou de CXCR7 (Burns et al., 2006) ou bien encore des petits
peptides bloquant spécifiquement CXCR4 (Liang et al., 2004; Tamamura et al., 2003). De la

méme maniere, un Ac anti-CXCL12 humanisé a été trés récemment développé. Dans des modéles
expérimentaux chez 1’animal, cet Ac inhibe notamment la croissance tumorale in vivo des

lymphomes et réduit les métastases pulmonaires de cancer du sein (Zhong et al., 2013).
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Chimiokines Modéles tumoraux Résultats Références
Cancer de la prostate Diminution de la croissance et de (Zhang et al., 2010)
I’angiogénése tumorale in vivo
Meétastases osseuses de cancer Combinaison anti-CCL2 et (Rozel et al., 2009)
CCL2 de la prostate chimiothérapie (docetaxel)
Métastases de cancer du sein Inhibition des métastases et (Qian et al., 2011)
augmentation de la survie des
animaux
CXCLS5, CXCL8 Cat'lcer des poumons a non Diminutio.n ,de la tail.le des tumeurs et  (Arenberg et al., 1996,
petites cellules de la densité vasculaire 1998)
Mélanome Inhibition de la croissance, de (Huang et al., 2002;
I’invasion et de I’angiogénése Melnikova and Bar-Eli,
tumorale 2006; Zigler et al., 2008)
CXCLS8 Cancer de la vessie Diminution de la croissance tumorale  (Mian et al., 2003)
in vivo
Cancer du pancréas Diminution de la croissance et de (Shi et al., 1999)
I’angiogénése tumorale in vivo
Récepteurs Modéles tumoraux Résultats Références
' . Cont’ré.le du ’déV?loppement .t}lmoral (Vallet and Anderson,
CCR1 Myélome multiple et prévient I’ostéolyse associée au 2011)
my¢lome multiple
Cancer du sein (Met-CCLS : Inhibition de la croissance tumorale .
CCR1, CCRS antagoniste CCR1 et CCR5)  (diminution infiltration des MPs) (Robinson et al., 2003)
Activité anti-tumorale médiée par une
CCR4 Lymphome ADCC efficace (Ito et al., 2009)
M¢élanome Diminution de la prolifération (Singh et al., 2009)
tumorale, de I’invasion et de la
CXCR], CXCR2 chimiotaxie in vivo
Métastases hépatiques CCR Inhibition des métastases et non de la  (Varney et al., 2011)
croissance de la tumeur primaire
Métastases pulmonaires de (Cambien et al., 2009; Ma
CCR, de cancer du sein et et al., 2009b; Pradelli et al.,
CXCR3 d’ostéosarcome Inhibition des métastases 2009; Walser et al., 2006)
Métastases ganglionnaires de (Kawada et al., 2004)
mélanome
Tableau 9: Exemples d’études précliniques — Inhibition des voies de signalisation

chimiokines/récepteurs

ADCC = antibody-dependent cellular cytotoxicity, MP = macrophage
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Ces travaux chez 1’animal ont donné des résultats encourageants. Ainsi, de nombreuses
¢tudes tendent a montrer que les agents anti-CXCL12 peuvent significativement retarder la
croissance de la tumeur primaire et de ses métastases. Bien que les antagonistes de CXCLI12
inhibent la croissance tumorale dans certains cas (Porvasnik et al., 2009; Rubin et al., 2003), ils
ont été¢ montré comme inefficaces dans d’autres (Kioi et al., 2010; Kozin et al., 2010; Redjal et al.,
2006). Ces travaux suggerent ainsi que le blocage de la voie de signalisation CXCL12 seule n’est
peut étre pas suffisant (excepté pour certaines tumeurs solides) et doit étre envisagé en association

avec d’autres traitements (Duda et al., 2011).

De plus, des études récentes ont mis en évidence que I’activation de la voie de
signalisation CXCLI12 peut représenter un mécanisme potentiel de résistance des cellules
cancéreuses aux traitements conventionnels et aux thérapies ciblées (Duda et al., 2011). Les
données cliniques et précliniques s’accordent pour souligner la nécessité de développer des
stratégies thérapeutiques ciblant CXCL12 en combinaison avec les chimiothérapies et thérapies

ciblées existantes (Tableau 10).

Les agents bloquant la voie CXCL12 incluent ’AMD3100 (Plerixafor), le plus ancien
antagoniste de CXCR4, qui est aujourd’hui approuvé dans le cadre d’une utilisation clinique pour
la mobilisation des cellules souches chez les patients atteints de leucémies (De Clercq, 2009). Du
fait de la découverte relativement récente des chimiokines, seules quelques molécules bloquant les
chimiokines ou leurs récepteurs sont actuellement a 1’é¢tude dans des essais cliniques en vue de
possibles applications anticancéreuses :

- Essais cliniques pour tester un Ac anti-CCL2 dans les tumeurs solides (Sandhu et al., 2013)
(ClinicalTrials.gov identifiers: NCT01204996 et NCT00992186).

- Essais cliniques pour tester un Ac anti-CCR4 (KW-0761) chez des patients atteints de
leucémie et de lymphome dans lesquels les lymphocytes sont CCR4 positifs (exemple phase I1I :
ClinicalTrials.gov identifier: NCT01728805) (Ishida et al., 2012; Ito et al., 2009; Tobinai et al.,
2012).

- Essais cliniques anti-CXCR4 en cours pour la leucémie myéloide aigiie, le myélome
multiple ainsi que les gliomes (exemple ClinicalTrials.gov identifiers: NCT01339039) (Domanska
etal., 2013).
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Traitements Données précliniques Données cliniques

Augmentation de CXCL12 apres traitements
aux rayons de glioblastomes, de cancers des

Radiothérapie poumons et du sein ; le blocage de CXCR4
agit en synergie avec la radiothérapie (Kioi et
al., 2010; Kozin et al., 2010; Tabatabai et al.,
20006).

Le blocage de CXCR4 agit en synergie avec BCNU : 1,3-bis(2-chloroethyl)-1-nitrosourea
la chimiothérapie (BCNU) des glioblastomes
(Redjal et al., 20006).

o, . Augmentation de CXCLI12 circulant apres L expression de CXCR4 est P 0s1t1ven}ent ,
Chimiothérapie traitement au paclitaxel de cancers du sein corrélée an pronostic des patients atteints d’un
(Shaked et al., 2008) cancer des poumons traités par chimiothérapie

(Holm et al., 2009).
Le blocage de CXCR4 agit en synergie ave le
cyclophosphamide dans le cancer des
poumons (Murakami et al., 2009).

Augmentation de la production de CXCL12 et
de CXCR4 par les cellules cancéreuses apres
un traitement par le bevacizumab chez des
patients atteints de cancers rectaux métastasés
(Xu et al., 2009)

Le sunitinib augmente CXCL12 circulant
(dans les souris sans tumeur et avec tumeur
mammaire) (Ebos et al., 2007)

Sunitinib = inhibiteur récepteurs VEGF et PDGF
Aprés le traitement par le sunitinib
d’hépatocarcinomes, augmentation de

anti-angiogénique CXCL12 circulant associé a une survie faible

(Zhu et al., 2009)

Thérapie

Augmentation de CXCLI12 circulant apres
traitement par le cediranib ou le vatalanib
associée a de mauvais pronostics dans les
glioblastomes (Batchelor et al., 2010;
Gerstner et al., 2011)

D’aprés Duda DG et al. Clin Cancer Res (2011) 17(8) :2074-2081

Tableau 10 : Données cliniques et précliniques sur I’'implication de CXCL12 dans la résistance
aux traitements anticancéreux

B. Utilisation des chimiokines comme ‘médicaments’ anticancéreux

Le pouvoir anti-tumoral du systéme immunitaire peut constituer une arme puissante dans
I’¢élimination des tumeurs. Les stratégies d’immunothérapie visent alors a recruter et/ou activer les
leucocytes sur le site de la tumeur afin de déclencher une réponse immunitaire anti-tumorale
efficace. Etant données les propriétés chémoattractantes des chimiokines vis a vis les différentes
populations leucocytaires, leur utilisation dans les stratégies d’immunothérapie apparait comme
pertinente. Certaines auront également comme avantage de limiter voire d’empécher

I’angiogénése tumorale (Homey et al., 2002; Lechner et al., 2011).

Une des premiéres approches a consister a transférer les génes codant pour certaines
chimiokines dans les cellules tumorales, puis a évaluer la capacité de ces chimiokines a modifier

le recrutement des leucocytes dans les tumeurs dans des modeles précliniques de cancers chez
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I’animal. Ainsi, dans de nombreux modéles expérimentaux de tumeurs induites chez la souris, les
cellules tumorales utilisées ont ét¢ modifiées génétiquement afin d’exprimer ou de surexprimer
des chimiokines dans le but de stimuler le recrutement intra-tumoral des leucocytes et d’amplifier
la réponse immune anti-tumorale de I’h6te. Dans ces essais précliniques, une diminution de la
tumorigénicité des cellules tumorales a été observée, suite au recrutement et a 1’activation des
lymphocytes T CD4", CD8", des cellules NK et/ou des cellules dendritiques. Ces résultats ont été
observés pour la surexpression de CCLS ou de CX3CL1 dans les lymphomes (Lavergne et al.,
2003, 2004), de CCL7 dans le mélanome (Fioretti et al., 1998; Wetzel et al., 2007), de CCL16 ou
CCL19 dans le cancer du sein (Braun et al., 2000; Giovarelli et al., 2000) et de CX3CL1 dans le
cancer des poumons, les neuroblastomes et dans I’hépatocarcinome (Guo et al., 2003a, 2003b;
Tang et al., 2007; Zeng et al., 2005). Dans le cancer colorectal, des expériences similaires ont été
réalisées avec CCL3, CCL20, CCL21 ou CX3CLI1 (Crittenden et al., 2003; Vicari et al., 2000;
Xin et al., 2005). De fagon intéressante, le laboratoire a également montré que la transduction de
CX3CLI par les cellules cancéreuses coliques C26 diminuait le développement tumoral dans un
modele de tumeur sous-cutanée et dans des modeles de métastases expérimentales au niveau du

foie et des poumons (Vitale et al., 2007).

Par ailleurs, afin d’envisager une utilisation en clinique des chimiokines dans les thérapies
anticancéreuses, 1’administration de chimiokines d’intérét comme ‘médicament’ anticancéreux a
été développée. Une des stratégies privilégiées est celle du transfert de genes codant pour une
chimiokine d’intérét au niveau de tumeurs préétablies. Quelques exemples d’études chez I’animal
sont donnés dans le tableau 11. Les effets anti-tumoraux sont concluants et la nature des
populations leucocytaires impliquées dépend des chimiokines administrées, mais également du
modele tumoral étudié. En plus de ces essais précliniques, il est intéressant de citer ici une étude
chez des patients atteints de neuroblastomes auxquels a été administré un adénovirus codant pour
la chimiokine XCL1 et la cytokine IL-2 (Rousseau et al., 2003). Chez tous les patients inclus dans
cette étude, un recrutement massif de lymphocytes T CD4", T CD8" et de cellules de Langerhans
a ét¢ observé au niveau du site d’injection. Six patients sur vingt et un ont présenté une
augmentation significative de D’activité¢ cytolytique des cellules NK. Deux patients ont été
déclarés en rémission compléte et un patient a présenté une réponse partielle. Cette combinaison
chimiokine/cytokine peut donc induire une réponse immunitaire anti-tumorale efficace et ce, avec
une faible toxicité pour I’homme. Ces stratégies d’immunothérapie couplées aux stratégies
thérapeutiques existantes offrent des perspectives encourageantes et doivent continuer a étre

développées (Franciszkiewicz et al., 2012).
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Technique de libération des

Leucocytes infiltrants

adénovirus codant XCL1 et IL-12

Chimiokines Modgé¢les tumoraux . . impliqués dans la réponse Résultats Références
chimiokines sur le site tumoral . L.
immunitaire
o Lymph T CD4', CD8" et Diminuti la taill t t iducci et al., 2004
CCL16 Cancer du sein Adénovirus injecté dans les tumeurs ymphocytes . .C ,CD8 e i 19n dela ,a ille des umeurs’e de (Guiducci et al., 2004,
cellules dendritiques la formation de métastases spontanées 2005)
N Lymph TCDS8" et )
CCL17 Cancer du colon Adénovirus injecté dans les tumeurs ymphocytes ¢ Régression tumorale (Kanagawa et al., 2007)
macrophages
CCL20 Cancer des pou'mons, cancer Adénovirus’ injecté dans les tumeurs Lymp.h.ocytes T CDS8" et cellules Diminutior} de la taille d.es tumegrs et (Fushimi et al., 2000)
colorectal et mélanome sous-cutanées dendritiques augmentation de la survie des animaux
L Lymph T CD4", CDS8" et .
CCL22 Cancer des poumons Adénovirus injecté dans les tumeurs ymphocytes .. ¢ Régression tumorale (Guo et al., 2002)
cellules dendritiques
Injection intra-tumorale de 2 . .
Ré 1
CXCL9, Cancer du sein et fibrosarcome  adénovirus codant CXCL9 ou Non décrit egregs on tumf)ra ¢ et augmentation de (Palmer et al., 2001)
CXCL10 . la survie des animaux
CXCL10 et I'IL-12 respectivement
Hémangiosarcome métastatique  Parvovirus injecté dans les tumeurs Lymphocytes T cytotoxiques IFNy”~  Inhibition de la progression tumorale (Giese et al., 2002)
ou dans le péritoine
Cancer colorectal (CCR) Injection intra-tumorale de 2 Lymphocytes T CD4", CD8" et Eradication de 100% des tumeurs (Narvaiza et al., 2000)
CXCL10 adénov.irus codant CXCL10 et I'IL-12  cellules NK
respectivement
Myélome Injection intra-tumorale de 2 Lymphocytes T CD4", CD8" Régression de tumeurs préétablies (Liu et al., 2002)
adénovirus codant CXCL10 et I’'IL-18
respectivement
. Plasmide codant CX3CL1 fi 1é . .
Meétastases pulmonaires de asmide cocan . orm? 'e , . e , . (Richard-Fiardo et al.,
CX3CL1 o, avec un copolymere a bloc administré ~ Non décrit Inhibition des métastases pulmonaires
CCR et d’ostéosarcome i 2011)
par aérosol
Injection intra-tumorale d’un
XCL1 Cancer du sein adénovirus codant XCL1 et 'IL-2 ou ~ Lymphocytes T CD4", CD8" Régression tumorale (Emtage et al., 1999)

Tableau 11 : Exemples d’études précliniques de transfert de géne — Administration de chimiokines comme ‘médicament’ anticancéreux
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RESULTATS, DISCUSSION ET PERSPECTIVES



I. Les chimiokines et leurs récepteurs, des acteurs pro-
tumoraux : implication du récepteur de chimiokines CXCR?7

dans le processus métastatique

Le récepteur CXCRY7 facilite la progression des carcinomes coliques

au niveau des poumons et non au niveau du foie

Cette étude a fait ['objet d ‘une publication dans British Journal of Cancer en décembre 2012
Guillemot E, et al. Br J Cancer (2012) 107(12):1944-9 (Article 1)

A. Présentation du sujet

Le développement des métastases reste la principale cause de décés due au cancer. Dans le
cancer colorectal, les organes privilégiés par les métastases sont majoritairement le foie (50% des
patients) et dans une moindre mesure les poumons (15% des patients). La formation des
métastases a partir d’une tumeur primaire est 1’aboutissement d’une longue série d’étapes
séquentielles liées les unes aux autres. La finalité de ce processus releve a la fois des propriétés
intrinséques des cellules tumorales mais également du microenvironnement tumoral. Au cours du
processus métastatique, les cellules tumorales doivent étre capables de se détacher de la tumeur
primaire et d’entrer dans le flux sanguin afin d’atteindre les organes cibles secondaires. Apres
cette phase d’intravasation, les cellules tumorales s’arrétent au niveau des parois des vaisseaux
sanguins, migrent au travers de 1’endothélium et de la membrane basale afin d’envahir le tissu
cible. Une fois dans 1’organe secondaire, les cellules cancéreuses doivent survivre dans un nouvel
environnement et proliférer pour former une masse tumorale (Chambers et al., 2002). Les
chimiokines et leurs récepteurs ont récemment été impliqués dans le succes des différentes phases
du développement tumoral (Mukaida and Baba, 2012). L’équipe de Zlotnik a été 1’une des
premieres a suggérer que I’implantation des métastases était controlée, au moins en partie, par des
interactions entre les récepteurs de chimiokines exprimés par les cellules tumorales et les
chimiokines homéostatiques produites par les organes cibles en conditions physiologiques

normales (Miiller et al., 2001).

La chimiokine CXCLI12 et son récepteur CXCR4, largement étudiés, ont été clairement

impliqués pour leurs effets pro-tumoraux dans plusieurs cancers, et notamment dans le processus
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métastatique. Dans le cancer colorectal, CXCR4 est associ¢ a une dissémination des cellules
tumorales au niveau du foie et des ganglions lymphatiques (Kim et al., 2006; Schimanski et al.,
2005). Plus récemment, il a ét¢ montré que CXCLI12 était également reconnu par le récepteur
CXCR?7 (Balabanian et al., 2005; Burns et al., 2006). Des ¢études récentes mettent en évidence le
role critique de CXCR7 dans la croissance tumorale in vivo de différents cancers (Hou et al.,
2010). Nous avons donc décidé de rechercher I’implication de CXCR7 et de ses ligands dans le
développement métastatique du cancer colorectal au niveau du foie et des poumons. Dans cette
¢tude, nous nous sommes appuyees sur des biopsies de tissus tumoraux et métastatiques de
patients ainsi que sur des mod¢les de métastases expérimentales de cancer colorectal chez la
souris. L’objectif de ce travail visait a déterminer si 1’axe CXCR7/ligands pouvait représenter une

cible thérapeutique efficace dans le traitement des métastases de cancers colorectaux.

B. Résumé des résultats obtenus

A partir de biopsies humaines de tumeurs coliques primaires, nous avons montré que
CXCR7 - ainsi que ses ligands CXCL11 et CXCL12 - étaient surexprimés au niveau ARNm dans
les cancers colorectaux (CCRs) comparés aux tissus sains. Une analyse immuno-histochimique de
résections chirurgicales de CCRs primaires et métastatiques (foie et poumons), a mis en évidence
que la protéine CXCR?7 était exprimée dans le cytoplasme des cellules endothéliales associées a la
tumeur, mais n’était pas exprimée par les cellules tumorales elles-mémes. L’expression de la
protéine CXCR7 n’a pas été observée dans les tissus sains correspondants. Ces premiers résultats
nous ont permis de poser I’hypothése que 1’axe CXCR7/ligands pourrait étre impliqué dans le
cancer colorectal et ses métastases. Afin d’évaluer le role de CXCR7 dans le développement
métastatique du CCR, nous avons étudi¢, dans des modéles murins, I’effet du traitement par des
antagonistes de CXCR7 sur des métastases préétablies de CCR au niveau du foie et des poumons.
Nous avons ainsi montré que le blocage de CXCR7 diminuait significativement le nombre de
nodules pulmonaires et a I’inverse, n’induisait pas de diminution des métastases hépatiques. Pour
comprendre cette inhibition organe-spécifique, nous avons compar¢, dans nos modeles murins,
I’expression des ligands CXCR7 entre ces deux sites métastatiques. Nous avons ainsi mis en
évidence par qRT-PCR, une expression plus élevée de CXCL11 et de CXCL12 par les cellules
tumorales dans les poumons comparés au foie. Ces résultats suggérent que les ligands de CXCR7,
sécrétés par les cellules tumorales, atteindraient dans les poumons et non dans le foie, des niveaux
suffisants pour induire un processus paracrine. Ce dernier pourrait contribuer a la progression des
métastases. Notre étude révele une implication différente des couples CXCR7/ligands entre les

métastases hépatiques et pulmonaires de CCR, et suggere que 1’activation de CXCR7 sur les
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vaisseaux sanguins associés a la tumeur faciliterait la progression du CCR dans les poumons et
non dans le foie. Nous mettons ainsi en évidence pour la premicre fois le fait que le récepteur de
chimiokines CXCR?7 représente une cible thérapeutique d’intérét dans le traitement des métastases
pulmonaires de cancers colorectaux. Un complément de discussion sera réalis¢ a la suite de

Particle 1.
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CXCRY receptors facilitate the progressicn of colon carcinoma

within lung not within liver

E Guillemot'?, B Karimdjee-Soilihi"'*?, E Pradelli"?, M Benchetrit"?, E Goguet-Surmenian'?,

M-A Millet'?, F Larbret'", J-F Michiels'*, D Birnbaum®, P Alemanno®, H Schmid-Antomarchi''*’ and
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BACKGROUND: Liver and lung metastases are the predominant cause of colorectal cancer (CRC)-related mortality. Chemokine-
receptor pairs have a critical role in determining the metastatic progression of tumcurs, Our hypothesis was that disruption of
CHCRF/CHCRT ligands axis could lead to a decrease in CRC metastases.

METHODS: Primary turnours and retastatic tissues from patients with CRC were tested for the expression of CXCRY and its ligands.
Relevance of CHCRWCHCRY ligands for CRC metastasis was then investigated in mice using small pharracological CXCR7
antagenists and CRC cell lines of human and murine origins, which — injected into mice — enable the developrent of lung and liver
metastases.

RresuLTs: Following injection of CRC cells, mice treated daily with CHCRY antagonists exhibited a significant reduction in lung
metastases. However, CXCRY antagonists failed to reduce the extent of liver metastasis. Morecver, there were subtle differences in
the expression of CXCRY and its ligands between lung and liver metastases,

CoNCLIsIon: Our study suggests that the activation of CXCRT on tumcur blood vessels by its ligands may facilitate the progression of
CRC within lung but not within liver. Moreaver, we provide evidence that targeting the CXCRY axis may be beneficial to limit

metastasis from colon cancer within the lungs.

@ 2012 Cancer Research UK

Colorectal cancer {(CRC) is one of the most common malignancies,
and in spite of the conventional treatments, most of the CRC
patients die from distant metastases, predominantly in the liver and
lungs {Weitz et al, 2005). Thus, the control of metastasis represents
the greatest ¢linical challenge in the treatment of colon cancer.

Although vascular drainage patterns may contribute to a
mechanical process for distant metastasis, there is growing
evidence pointing to a chemokine involvement in this process.
To date, several pairs of chemokinefreceptor have been identified
to have key roles in cancer progression and organ-selective
metastasis (Zlotnik et al, 2011; Mukaida and Baba, 2012). The best-
studied and well-established example is that of the CXCLI2
chemokine and its receptor CXCR4. This pair was shown to be
involved in almost all malignancies studied, and in most cases, the
expression of CXCR4 correlates with the degree of malignancy and
metastasis formation (Sun et al, 2010). The CXCL12/CXCR4 axis is
implicated in several aspects of tumour progression including
migration, proliferation and/or survival of tumour and endothelial
cells (Kryczek et al, 2007; Keeley et al, 2011).

*Cormrespondence: Dr A Schmid-Alliana;

E-mail: schmid@unice fr

"These authors contributed equally to this work.
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In CRC patients, CXCR4 expression by colorectal tumour cells is
significantly associated with lymphatic and liver dissemination,
with an increased risk for tumour recurrence, as well as a poor
prognosis {Verbeke et al, 2011). Moreover, it has been shown, in a
mouse model of metastatic colon cancer, that blocking of the
CXCR4 function on carcinoma cells induced a markedly decreased
number of liver and lung metastases. According to the authors,
this antitumor effect resulted from the impairment of proliferation
rather than from an inhibition of invasion {Zeelenberg et al, 2003).

Besides CXCR4, CXCL12 was shown to recognise with high
affinity orphan receptor CXCR7/RDC1 (Balabanian et al, 2005).
Schall’'s group was the first to demonstrate an implication of
CXCR7 in physiological and pathological processes, including cell
growthfsurvival and adhesion, as well as promotion of tumour
growth (Burns et al, 2006). More recently, numerous studies
confirmed the critical role of CXCR7 in promoting the growth of
several cancers in vivo (Miao et al, 2007, Wang et al, 2008;
Bennani-Baiti et al, 2010; Zheng et al, 2010; Monnier et al, 2012).

Our study aimed precisely at getting new insights into the role
played by CXCR7/ligand interactions in the metastatic develop-
ment of CRC within two major target organs, lungs and liver.
Using mouse models of metastatic colon cancer and small
pharmacological CXCR7 antagonists, we tested the therapeutic
potential of CXCR7-blocking strategy on both types of experi-
mental metastases. Furthermore, in order to establish a link
between animal models and human disease, primary malignant
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and metastatic tissues from human patients were tested for the
expression of CXCR7 and its ligands. Together, our results define
CXCR7 axis as a key mediator for lung metastasis of colon cancer
and identify CXCR7-blocking approaches as promising strategies
against lung metastases.

MATERIAL AND METHODS

Animal studies and tumour cell lines

Female BALB/c and SCID mice, 6-8-weeks-old, were purchased
from Harlan (Gannat, France). Murine C26 colon carcinoma tumour
cells derived from BALB/c mice (Corbett ef al, 1975) were provided
by Dr Mario Colombo (Istituto Nazionale per lo Studio e la Cura dei
Tumori, Milan, Italy), and human HT29 colorectal adenocarcinoma
cells were obtained from LGC Promochem (Molsheim, France).
Colorectal cancer cell lines were maintained in McCoy’s medium
{Gibeo-BRL Life Technologies, Cergy-Pontoise, France) supplemen-
ted with 10% heat-inactivated FCS {Gibco-BRL).

Ethics statemnent

All of the procedures involving animals and their care were
conducted in accordance with institutional guidelines (Permit
number A06-088-14) and after approval by the local ethics
committee: Gomité Institutionnel d’Ethique Pour I"Animal de
Laboratoire (Permit number NCA 2008-02).

Human tumour tissues used in real-time PCR (RT-PCR)
experiments were obtained from the Institut Paoli Calmettes
(IFC, Marseille, France) and were collected from patients with
invasive colon adenocarcinoma who underwent surgical biopsy or
initial surgery at the IPC between 1987 and 2007. Each patient gave
written informed consent and the study was approved by the IPC
‘Comité d’Orientation Stratégique’.

Human tumour tissues used for immunohistochemistry were
obtained from the ‘Laboratoire Central d’Anatomie Pathologique’
of Pasteur Hospital (Nice, France). All tumour samples were
collected at the ‘Centre Hospitalier Universitaire’ {CHU) of Nice
{France) between 2004 and 2009, after obtaining written informed
consent according to study approved by the ethics committee of
CHU of Nice.

TaqMan RT-PCR experiments

Total RNA, from human and mouse tissues, as well as cell lines,
was extracted using RNeasy kit {Qiagen, Courtaboeuf, France) and
transcribed into ¢cDNA using the Superscript III enzyme (Invitro-
gen, Cergy-Pontoise, France). Real-time PCR was performed in an
ABI PRISM 7900, as explained in detail in Supplementary
Appendix.

Mouse models of pulmonary and liver metastasis

For the induction of metastases, C26 and HT29 cells were
delivered, as previously described (Cambien et al, 2009), by
intravenous injection, respectively, into BALB/c or SCID mice. The
treatments were delivered to mice by intraperitoneal injections of
100 mgkg ~' of the CCX754/CCX771 compounds {(Burns et ol,
2006}, or vehicle, once a day on days +5 to + 12 {syngeneic C26
models) or on days +7 to 4 28 and then, on days +36 to 4 57
{immunodeficient HT29 models). Fifteen days after the injection
of the C26 cells or 9 weeks after the injection of HT29 cells, mice
were killed.

Immunohistochemistry

Three-micrometres sections of formalin-fixed, paraffin-embedded
primary tumours and metastatic tissues from separate patients
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with CRC were subjected to heat-mediated antigen retrieval in
citrate buffer {(pH 6) before blocking in sequential peroxydase and
protein block for 20 min at 20°C. Samples were incubated with
primary mouse anti-CXCR7 monoclonal antibody (IgGl clone
11G8; R&D Systems Europe, Lille, France) for 45 min at 20 °C and
then with a HRP-conjugated rabbit anti-mouse antibody.

Statistical analysis

Statistical comparisons were performed using the non-parametric
Man-Whitney U-test, and statistical significance was set at
P =005

RESULTS
CXCR7 and its ligands are over-expressed in human CRC

To determine whether CXCR7, one of the two specific receptors for
CXCL12, was expressed in colon carcinoma, we first analysed by
quantitative RT-PCR the mRNA levels for CXCR? on surgical
resection pieces of human primary colorectal tumours {# =29) and
on healthy colon (# =14) tssues. Our analysis of this independent
set of samples revealed that the CXCR7 receptor was expressed in
healthy human colon tissues and significantly more expressed {4.2-
fold) in the biopsies of CRC (Figure 1A, Supplementary Table 1).
As previously described, CXCR4, the other well-characterised
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Figure 1 Expression of CXCRY and its ligands in human primary colon
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specific receptor for CXCL12, was significantly more expressed
(3.4-fold) in cancer vs healthy samples (Figure 1A, Supplementary
Table 1).

We thus evaluated the ability of human primary
colorectal tumours to produce the specific CXCR7 ligands.
Analysis by quantitative RT-PCR indicated that both CXCL11
and CXCL12 chemokines were significantly more expressed
{9.1- and 5.3-fold, respectively) in the biopsies of CRC compared
with healthy human colon, suggesting that a potential autocrine/
paracrine relationship for the activation of CXCR7 could exist
in malignant primary colorectal tumours {(Figure 1B, Supple-
mentary Table 1).

In primary colorectal tumours, as well as in lung and liver
metastases from patients, CXCR7 receptors are mainly
detected in the vicinity of tumour-associated blood vessels

Depending on the origin of cancer, CXCR7 was described to be
expressed both by the tumour cells and the stromal cells (Hou et al,
2010; Sun et o, 2010). Little is known about the protein expression
of CXCR7 in CRC. By immunohistochemistry using anti-CXCR7
specific monoclonal antibody (11G8 clone; R&D Systems), we were
then intrigued to identify CXCR7-expressing cells in primary
colorectal tumours and also in lung and liver metastases.

CXCR7 protein expression was first analysed in human CRC
sections from primary tumours {#=11), and we observed the
presence of CXCR7? in all colorectal tumours tested {Supplementary
Table 2). The staining was almost exclusively detected in the
cytoplasm of tumour-associated blood vessel cells {Figure 2B) but

Figure 2 CXCR7 localisation in human colon carcinoma and its
metastases. Detection of CXCRY protein expression in representative
specimens of primary colorectal turmnour (B), metastatic lung (D) and liver
(F) and corresponding non-cancercus neighbour colon (&), lung {€) and
liver {E) tissues as assessed by imrmunchistochermical staining with | 1 G8
CHCRY-specific antibedies. Criginal magnification = 200, Abbreviations:
A=alvecli CG=carcinomatous gland;, CLV = centrolobular vein, PA=
pulmonary artery, P¥ =pulmonary vein; NCG = non-cardinomatous gland.
Arrows indicate the CXCR7Y staining of tumour vessels,

© 2012 Cancer Research UK
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never in the colon cancer cells. However, most of the normal colon
tissues {Figure 2A) displayed undetectable CXCR7 levels, except in
some specimens where a few submucosal vessels were stained
positively for CXCR7 (Supplementary Table 2).

In the lung {(#=28), as well as in the liver {(# =9), metastases
from separate patients with CRC, the expression of CXCR7 was
also mostly observed in the tumour-associated blood vessels and
undetected in the tumour cells {Figure 2D and F). However, and
more strikingly, no positive cells were found in the healthy tissue
of the lungs (Figure 2C), whereas in all samples from normal liver,
CXCR7 was expressed by most of the normal centrolobular veins
(Figure 2E).

Systemic CXCR7 antagonism reduces pre-established lung
metastases but not liver metastases from colon cancer

Based on the expression of CXCR7 in the human colon tumours
and particularly in metastatic sites, we hypothesised that the
blockade of CXCR7 might be an effective treatment against the
CRC metastases. We tested this hypothesis by evaluating the effects
of the CCX754 and CCX771 compounds, two potent specific
CXCR7 antagonists {Burns et al, 2006; Zabel ef al, 2009), on mouse
experimental models of metastasis using mouse C26 and human
HT29 colon cancer cell lines, previously characterised for their
CXCR7 expression {Supplementary Figure 1).

In vive, the treatment with CXCR7 antagonists was administered
to animals {(Figure 3A and B) at a stage where the presence of
experimental micro metastases had been verified {data not shown).
When the lungs were examined at killing, CXCR7 antagonist-
treated mice exhibited fewer pulmonary metastases than vehicle-
treated mice both in the C26 and HT29 models (Figure 3C and E).
Treatment of the mice with CXCR7 antagonists significantly
reduced the number of metastases in the lungs of C26-injected
mice {by 40%, 77 £6 v5 129 £5) and in the lungs of HT29-injected
mice (by 56%, 26108 ws 59%1.4). Surprisingly, systemic
antagonism with CCX compounds did not lead to any significant
decrease in tumour burden in the liver, either in the C26 or HT29
tumour models {Figure 3D and F).

CXCR7 and its ligands are differentially expressed in lung
and liver metastases from colon cancer

The CXCR7/CXCR7 ligands axis has been described to be involved
in paracrine interactions promoting tumour progression {Duda
et al, 2011; Verbeke et al, 2011). In the light of these observations,
and with the objective to understand the ineffectiveness of CXCR7
antagonist treatment on liver metastases compared with the lung's,
we have been led to examine and compare the expression levels of
CXCR7 and its ligands within both metastastic sites.

Using specific probes directed against human or murine CXCR7
and CXCR7 ligands, the metastatic lungs and livers from
immunodeficient mice injected with human HT29 cells were
exploited to quantify and to distinguish mRNAs, resulting from
human malignant cells themselves from those resulting from
murine stromal cells. Important differences were indeed detected
in the expression of CXCR7 ligands between colon tumour cells
from lung and liver metastases (Figure 4A, Supplementary
Table 1). We observed significantly higher expressions of CXCL11
{12-fold increase) and CXCL12 (37-fold increase) by the human
tumour cells from lung metastases compared with liver metastases.
In contrast, there was no significant difference in the expression of
either chemokines between the stromal cells from lung or from
liver metastases {Figure 4B). Interestingly, we found that the
lung tissues showed a 12-fold increase in the expression levels of
murine CXCR7 mRNA compared with liver tissues (Figure 4B,
Supplementary Table 1).
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Figure 3 Effect of treatments by CXCRY antagonists on pre-established
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by CO(CRT antagonists of experdmental metastases from C2&/BALB/c (A)
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vehicle {control). Upon klling, the extent of tumour development was
assessed. The horizontal bars indicate the median values of each group.
n=8-I12 mice per group. Abbreviation: ns=not significant, "P<0.05 and
P0.0001.

The VEGF and CXCLS8 angiogenic factors are not under
control of the CXCR7 receptors in colorectal lung
metastases

The CXCR7/CXCR7 ligands axis might be directly implicated in the
tumour angiogenesis but also indirectly, by regulating processes
that lead up to the expression of proangiogenic factors such as
CXCLS8 and VEGF (Wang et al, 2008; Hou et al, 2010). Therefore,
we assessed the mRNA expression of CXCL8 and VEGF in HT29-
injected mice treated {(or not) with a CXCR7 antagonist. As shown
in Figure 4C, the treatment with the CCX771 compound did not
significantly affect the expression of CXCL8 or VEGF in the human
malignant cells nor the expression of VEGF in the murine stromal
cells {the homologous CXCL8 does not exist in mouse).

DISCUSSION

The chemokine CXCL12 has been implicated in multiple steps of
tumorigenesis and progression of metastatic disease (Balkwill,
2004; Zlotnik, 2008). It was generally believed that CXCL12
mediated these processes via a single cell-surface receptor, CXCR4.
Since then CXCR7 has been identified as an alternate receptor for
CXCL12, and many studies have highlighted that CXCR7 receptors
also have key functions in promoting the development of several
types of tumours (Burns ef al, 2006; Miao et al, 2007; Meijer ef al,
2008; Wang et al, 2008; Bennani-Baiti et al, 2010; Grymula ef al,
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Figure 4 Expression of CXCR7Y ligands, VEGF and CXCZLE within
metastases of colon carcinoma. (A, B) Cuantitative RT-PCR analysis of
expression of CXMCRY and its ligands in metastatic liver (n=2, black bars)
and lung {n =2, hatched bars) from HT29/SCID models using human (A)
or meouse (B) probes. {€) Cuantitative RT-PCR analysis of expression of
CXZLE and VEGF in metastatic lung from not treated {empty bars) or
treated by CCXT7 | {cross-hatched bars) HT2%/5cid mice using hurman or
mouse probes. The relative level of expression of genes is calculated using
mouse raslp or human actin and GAPDH as normalising genes and
expressed as [{A)C Abbreviation: ns=not significant; P=005 and
TP=0005,

2010; Hattermann et al, 2010; Kollmar ef al, 2010). Consequently,
tumour events regulated by CXCL12 seem more complex than
previously thought, justifying the examination of earlier findings
related to this chemokine in light of an additional receptor. CXCR7
expression has been reported in various human cancers, including
lung, prostate, breast and liver carcinoma (Miao et al, 2007; Wang
et al, 2008; Iwakiri ef al, 2009; Marechal et al, 2009; Zheng et al,
2010). To date, CXCR7 has never been examined in human colon
carcinoma.

© 2012 Cancer Research UK
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In the present study, we first evaluated the expression of CXCR7 in
the human colorectal adenocarcinoma. Our results show a stronger
induction of mRNA expression for this receptor in CRC compared
with normal colon mucosa. At the cellular level, in the primary
tumours, the presence of the CXCR7 protein was restricted to
tumour-associated endothelial cells, whereas it was clearly absent in
epithelial and endothelial normal cells, as well as in tumour cells. With
the exception of the centrolobular veins in the healthy liver, which,
surprisingly, were positive for CXCR7, the same cellular distribution
of the CXCR7 protein was observed in lung and liver metastases.
These results are consistent with studies in other human cancers that
have also described CXCR7 expression on the neovasculature
associated with tumour, but not on most of the non-transformed
cells or non-tumour vasculature (©Miao ef al, 2007, Monnier et al,
2012). Nevertheless, one study has demonstrated, by using specific
antibodies as defined by Berahovitch et al (2010}, that in human
biopsies of thabdomyosarcomas, breast and lung cancers, CXCR7 was
expressed on a majority of tumour-associated blood vessels but, also,
on the malignant cells (Miao et al, 2007). All these observations lead
to speculate that the CXCR7 expression in tumour vessels is a
common feature of all cancers, whereas the presence of this receptor
in malignant cells would be restricted to a few types of cancers.

Besides, our study has shown that expression of CXCL12, the
common chemokine to CXCR4 and CXCR7 receptors, was
significantly higher in CRC than in normal colon mucosa. This
finding is consistent with previous studies where the increased
expression of CXCL12 in colorectal tumours has also been
significantly associated with tumour stage, lymphatic invasion,
venous Invasion, lymph node and distant metastases and
decreased survival rate {Verbeke et al, 2011). As for the other
known ligand for CXCR7, and as we previously reported {Cambien
et al, 2009), our results showed a mRNA induction of CXCL11 in
CRC compared with normal colon, which was confirmed at the
protein level by Yang et al (2011).

Collectively, all these data suggested that the CXCR7-CXCR7
ligands axis could have key functions on the process of human
colon carcinoma metastasis and prompted us to assess its in vive
relevance. With the aim of investigating if CXCR7 could also
intervene in the growth of metastases of CRC, we tested whether a
systemic treatment with CXCR7 antagonists, such as CCX754 or
CCX771 compounds {Burns ef al, 2006), could affect local growth
of pre-established metastases. Interestingly, this systemic treat-
ment by CXCR7 antagonist strongly reduced the tumour expan-
sion within lungs of both HT29- and C26-inoculated mice. Thus,
CXCR7 appeared to be a key factor in the progression of colon
cancer metastases in the lungs of mice. Moreover, and in contrast
to the effects on pulmonary metastases, the extent of liver
metastasis was unaffected by the CXCR7 antagonist treatment,
suggesting that CXCR7 may mediate the metastasis process of
colon carcinoma in an organ-specific manner.

To gain further insights into an organ-specific inhibition of
metastatic colon cancer growth through CXCR7 antagonism, we
analysed the expression of CXCR7 and its ligands within lung and
liver tumours. Investigations at mRNA level were conducted on
tumours from HT29 model, which was then crucial to quantify and
to distinguish mRNAs resulting from human malignant cells
themselves from those resulting from murine stromal cells. Thus,
our data highlighted that, in pulmonary metastatases compared
with liver foci, human CRC cells expressed more CXCL11 and
CXCL12, whereas murine stromal cells expressed more CXCR7
receptors. Together, these results suggested that CXCR7 ligands
secreted by tumour cells could reach, in the lungs but not in the
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liver, levels sufficient to induce a paracrine process, which may
further contribute to the progression of metastases and/or
exacetbation of the disease. Moreover, knowing that CXCR7
receptors were exclusively expressed by the endothelial cells in
CRG, it was tempting to speculate that the CXCR7 ligands could
directly orfand indirectly regulate vascular development within
lung metastases.

The CXCR7 axis is known to be indirectly implicated in tumour
vascularisation through processes leading up to the expression of
proangiogenic factors such as CXCLS and VEGF (Wang et al, 2008;
Hou et ol, 2010). In our study, we observed that in the lung
metastases of CRC, CXCR7 axis failed to regulate the expression of
CXCLS and VEGF (at the level of transcription), rather suggesting
a direct control of CXCR7 axis on vascular tumour growth. In this
case, as it has been reported, CXCL12 could help the angiogenesis
process by stimulating the migration and division of the
endothelial cells {Duda et al, 2011) and/or could facilitate the
vasculogenesis process through the attraction of the endothelial
progenitor cells {(Dai ef al, 2011; Yan et al, 2012). It should be
noted that, in vive pathological concentrations of CXCL12 alone
fail to induce significant vascularisation (Mirshahi et al, 2000),
whereas in contrast, in synergy with soluble factors, such as VEGF,
they can be able to induce potent vascularisation {Kryczek et al,
2005). 8o, it is reasonable to assume that in lung metastases, unlike
liver metastases, the levels of CXCL12 are sufficient to trigger these
synergistic effects, thereby confirming the study by Meijer et al
{2008) who suggested that CXCR7 axis may control tumour
development mainly in the tissues with high CXCL12 expression.
In light of these findings, we propose that the combination of anti-
VEGF and anti-CXCR7 strategies could be particularly effective in
the treatment of lung metastasis of colon cancer.

Finally, our study suggests that chemokine expression by
tumour cells is essential for metastatic development in the lungs.
Nevertheless, host environment notably shapes tumour cell-
chemokine expression and could thereby contribute, together
with intrinsic properties of colon tumour cells, to tissue specificity
of metastatic process.

In summary, our data point to a distinct role of the CXCR7/
chemokines axis in lung metastasis compared with liver metastasis.
Systemic treatments with CXCR7 antagonists significantly reduce
metastasis of colon cancer cells in the lungs without atfecting that of
the liver and provide supporting evidence that targeting the CXCR7
axis may be beneficial in limiting metastatic colon cancer.
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SUPPLEMENTARY APPENDIX

Supplementary Table 1: Comparative analysis of the level of mRNA expression between the

different tissues

Human colon tissues

Target Tun(lr(::; ;:)olon Hea(lrtllly1 Z;)lon AAC; (;SAIST)
hCXCR7 ACr=16.21 ACr=18.29 -2,08 4.2
hCXCR4 AC1=17.88 AC1=19.66 -1.84 34
hCXCLI11 AC=8.83 AC1=12.02 -3.19 9.1
hCXCLI12 AC1=7.93 AC1=10.34 -2.41 5.3

Experimental mice tumours
Li tast. L tast

Target 1ver (rlrllzeza;s ases ung g:za)s ases AAC; (;fAlgT)
hCXCL11 ACr=13.46 AC1=9.87 -3.59 12
hCXCL12 ACr=6.22 AC=0.98 -5.24 37
mCXCR7 AC1=4.92 AC1=1.31 -3.61 12

The mean value of ACy of tissue samples for tumour and healthy human colon tissues and, liver

and lung metastases from experimental mice tumours are presented in the table.

Comparative level of mRNA expression between tumour (Y) and healthy (X) colon tissues or
between lung (Y) and liver (Y) metastases was calculated with the 2T method (Applied
Biosystems User Bulletin N° 2 (P/N 4303859) using the formula AACt = ACrY - ACrX and
expressed as fold over healthy for human colon tissues or as fold over liver for experimental mice

tumours.
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Supplementary Table 2: Summary of tumour samples informations

Case Tissue type Tumour vessels Staining | Normal vessels expressing CXCR7,
expressing CXCR7 (%) | intensity except centrolobular veins

1 PCA 50 3+ no
2 PCA 40 3+ yes
3 PCA 50 3+ yes
4 PCA 80 3+ no
5 PCA 30 2+ to 3+ yes
6 PCA 90 2+ no
7 PCA 10 2+ no
8 PCA <10 1+ to 2+ no
9 PCA 30 2+ no
10 PCA 15 2+ no
11 PCA 20 3+ yes
12 HMCA 50 3+ yes
13 HMCA 40 3+ no
14 HMCA 30 2+to 3+ no
15 HMCA 10 2+ no
16 HMCA 20 3+ no
17 HMCA 10 2+ to 3+ no
18 HMCA 60 2+ to 3+ no
19 HMCA 70 2+ to 3+ no
20 HMCA 30 1+to 2+ no
21 PMCA <10 1+to 2+ no
22 PMCA 10 1+ to 2+ no
23 PMCA 50 3+ no
24 PMCA 30 2+to 3+ no
25 PMCA 50 3+ no
26 PMCA 50 3+ no
27 PMCA 20 2+ to 3+ no
28 PMCA 10 2+ to 3+ no

In tumours, the percentage of CXCR7-positive vessels and the staining intensity were analyzed. In
order to do that, a semi-quantitative scoring system was used. Immunostaining was classified as
follow: 1+ (weak), 2+ (medium) and 3+ (strong).

For the normal vessels, the presence (yes) or the absence (no) of staining was notified.

For all the tissues analyzed, primary tumours and metastases, the tumour vasculature positive for
CXCR7 was observed in the center as well as in the periphery of tumours. The percentage of
vessels expressing CXCR7 and the intensity of staining varied depending on the biopsy.
Otherwise, the CXCR7 expression by tumour vessels was not significantly different in primary
tumours and metastases.

Abbreviations: PCA=Primary Colon Adenocarcinoma, LMCC=Hepatic Metastases from

Colorectal
Adenocarcinoma, PMCA=Pulmonary Metastases from Colorectal Adenocarcinoma.
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Supplementary Figure 1 (S1): Surface expression of CXCR7 in colon carcinoma cell lines
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Expression of CXCR7 on C26 (A) and HT29 (B) cells was quantified by flow cytometry using
CXCR?7 antibody 11G8. Histograms indicate isotype control (clear) and specific CXCR?7 staining
(filled). For A and B, data shown are representative of 3 independent experiments. Binding of '*I
CXCL12 to C26 (C) and HT29 (D) cells was assessed in the absence or in the presence of
unlabeled CXCL12 or CXCLI11 (100 nM each), the CXCR7 antagonist CCX771 or the control
compound CCX704 with no affinity for CXCR7 (10 uM each). (E) Quantitative RT-PCR analysis
of CXCR?7 in colon carcinoma cells. The relative expression level of genes is calculated using
actin and GAPDH (HT29 cells) or 18S (C26 cells) as normalizing genes and expressed as 1/ACr.
(C-E) The mean + SEM of duplicate per condition is shown. Representative of 2 independent

experiments.
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Supplementary Figure

Supplementary Figure 1 (S1): Surface expression of CXCR?7 in colon carcinoma cell lines
We surveyed surface expression of CXCR7 in the C26 and the HT29 colon cancer cell lines,
chosen in our study for their ability to develop lung and liver metastases in mice (Mitchell et al,
1997; Vitale et al, 2007). To do that, experiments were conducted by flow cytometry using anti-
CXCR7-specific mAbs (clone 11G8, R&D Systems) and by radioligand-binding assays using '*’I-
CXCL12. This latest approach exploited the unique pattern of chemokine-binding defined for
CXCR7 (Burns et al, 2006) where both CXCL11 and CXCLI12 specifically interact with this
receptor and where each chemokine effectively competes with the other for the binding. Using
both approaches, a low level of CXCR7 was observed on the surface of C26 cells (Fig. SIA and
S1C) whereas the expression of this receptor on the surface of HT29 cells was undetectable (Fig
S1B and S1D). Consistent with the protein data, CXCR7 mRNAs were found weakly represented
in the C26 cells and at the limit of detection in HT29 cells (Fig. S1E).

Nevertheless, it is important to underline that we tested two other CXCR?7 antibodies, a polyclonal
Ab 38089 from Abcam and a monoclonal Ab clone 358426 from R&D Systems, which
respectively stained positively for CXCR7 the HT29 cell line by western blot and by flow
cytometry. By immunohistochemistry, monoclonal Ab clone 358426 stained positively for
CXCR7, the tumour cells from sections of HT29 xenograft mouse model or human CRCs (data
not shown). However, these results disagreeing with our '*I-CXCL12 binding experiments and
given the recent paper of Berahotvich (Berahovitch ef al, 2010) showing the non-specificity of
these two antibodies, we have not considered positive the CXCR7 expression by the human colon

tumour cells and particularly, by the HT29 cell line.
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Supplementary Material

Flow cytometry

C26 cells were preincubated with a purified rat anti-mouse CD16/CD32 monoclonal antibody
(mouse BD Fc Block™, BD Biosciences, Le Pont de Claix, France) and HT29 cells, with a
purified human IgG (R&D Systems Europe, Lille, France). Murine and human cells were then
incubated in the dark with a Phycoerythrin (PE)-conjugated mouse monoclonal anti-human
CXCR?7 antibody (IgG1 clone 11G8, R&D Systems Europe) for 30 min at 4°C. Cells were
washed, then resuspended in ice-cold PBS containing 0.5% BSA and 2 mmol/L EDTA and 7AAD
(BD Pharmingen, Lexington, KY, USA) was added to exclude dead cells. Mouse IgG1 isotype
control-PE was used as a negative control (R&D Systems Europe). CXCR7-positive cells were

analyzed using a BD FACSCanto II flow cytometer.

Binding experiments
Assays to assess binding of 'I-CXCLI12 to CXCR7 expressed on C26 and HT29 cells were
performed as previously described (Miao et al, 2007).

TaqMan real-time PCR experiments.

Experiments were carried out using human and mouse TagMan® gene expression assays
(CXCR7: Hs 00604567m1 and Mn 00436210ml1, CXCR4: Hs 00237052m1, CXCLI11: Hs
00171138m1 and Mn 00444662m1, CXCL12: Hs 00171022m1 and Mn 00445552m1, VEGF: Hs
00173626 and Mn 00437304, CXCL8: Hs 00174103) (Applied Biosystem, Courtaboeuf, France).
Cycle parameters were 50°C for 2 min, 95°C for 10 min followed by 40 cycles at 95°C for 15 s
and 60°C for 1 min. Relative mRNA expression were determined using ACt values obtained by
subtracting Cr control (either human actin and GAPDH, mouse raslp or 18S) from Cr target gene
(either human or mouse CXCR7, CXCR4, CXCL11, CXCL12, VEGF or CXCLS8) measured in
the same RNA preparation.
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C. Complément de discussion et conclusions de la partie I

Malgré les progres des traitements anticancéreux, les métastases constituent la principale
cause de déceés par cancer ; leur prévention et leur éradication représentent donc un véritable
challenge dans la prise en charge des patients. L’enjeu de la recherche est aujourd’hui de définir
de nouvelles cibles thérapeutiques efficaces, mais également d’identifier des marqueurs
biologiques permettant de prédire I’évolution métastatique d’un cancer, afin d’évaluer les risques
de chaque patient. Les chimiokines et leurs récepteurs ont trés récemment été mis en lumiere pour
leur participation dans le développement métastatique des tumeurs, faisant d’elles des cibles

thérapeutiques potentielles.

Le récepteur de chimiokines CXCR7 (longtemps considéré comme un récepteur orphelin)
est, depuis la découverte de son interaction avec CXCL12 (Balabanian et al., 2005), considéré
avec attention dans la biologie du cancer (Sanchez-Martin et al., 2013). L’intérét pour ce
récepteur est aujourd’hui d’autant plus important que son implication dans la croissance in vivo
des cellules cancéreuses a ét¢ démontrée (Burns et al., 2006; Maussang et al., 2013; Miao et al.,
2007; Zheng et al., 2010), et que 1’altération de son expression dans les tumeurs a été associée a la
survie des patients atteints de différents cancers (Hao et al., 2012a; Schrevel et al., 2012; Wang et

al., 2012). Cependant, son role dans la progression métastatique des cancers reste a approfondir.

Notre étude a permis de mettre en évidence que le récepteur CXCR7 contrdle le
développement des métastases pulmonaires des cancers colorectaux (CCRs), alors qu’il ne semble
pas jouer un role majeur dans la progression de ces cancers au niveau du foie. De plus, des
travaux 1’équipe (auxquels j’ai participé) ont montré que CXCR?7 est également impliqué dans le
développement des métastases pulmonaires d’ostéosarcome (Article ITI Goguet-Surmenian et al.,
2013). Ces résultats corroborent les données de la littérature qui montrent que CXCR?7 participe
au développement des métastases pulmonaires des cancers mammaires (Miao et al., 2007) et de

I’hépatocarcinome (Xue et al., 2012).

Cependant, nos résultats semblent contredire les travaux présentés par Meijer et ses
collaborateurs en 2008. Dans leur modele expérimental de métastases pulmonaires (obtenues par
injection de cellules coliques CT26 dans la veine de la queue des souris), les auteurs concluent
que CXCR7 n’influencerait pas le développement de ces métastases (extinction de CXCR?7 par la
technique d’interférence a I’ARN) (Meijer et al., 2008). Par ailleurs, dans un autre modele de
métastases spontanées de cancer du sein, le nombre de nodules pulmonaires diminue lorsque les
cellules cancéreuses injectées aux souris surexpriment le récepteur CXCR7 (Hernandez et al.,

2011). De plus, il a été tres récemment suggéré que CXCR7 ne contrdlerait pas le potentiel
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métastatique des cellules de carcinome pulmonaire non a petites cellules dans différents organes
(Choi et al., 2013). Il est a noter que dans 1’ensemble des travaux cités précédemment, les auteurs
modifient I’expression de CXCR7 par les cellules tumorales (extinction ou surexpression) avant
leur injection aux animaux, mais ne modifient pas 1’expression ou I’activité du récepteur par les
cellules de 1’hote (notamment celle des cellules endothéliales). Ces résultats ne vont donc pas a
I’encontre de ceux obtenus par 1’équipe qui suggerent un effet de CXCR?7 sur le développement
métastatique via son expression par les vaisseaux sanguins associés aux tumeurs plutét que par
I’adressage des cellules cancéreuses dans les poumons. Nos travaux ainsi que ceux d’autres
équipes ont montré que CXCR7 était surexprimé par les vaisseaux sanguins associ€s aux tumeurs
de divers cancers (Goguet-Surmenian et al., 2013; Guillemot et al., 2012; Miao et al., 2007;
Monnier et al., 2012) ; dans ce contexte, CXCR7 se voit aujourd’hui proposé comme un marqueur

des vaisseaux sanguins associés aux tumeurs (Hattermann et al., 2010; Maishi et al., 2012).

Le récepteur CXCR7 n’est pas le seul récepteur de chimiokines décrit comme contrélant
la dissémination métastatique des cancers. L’attention s’est notamment portée sur ce récepteur du
fait qu’il reconnaisse CXCL12, également agoniste du récepteur CXCR4. Ce dernier est
surexprimé dans de nombreux cancers et participe a leur développement métastatique ; CXCR4
intervient notamment dans les métastases pulmonaires du cancer du sein, du pancréas, de la téte et
du cou, et du mélanome (Miiller et al., 2001; Porvasnik et al., 2009; Takenaga et al., 2004; Yoon
et al., 2007) mais également dans les métastases hépatiques du cancer du pancréas (Porvasnik et
al., 2009) et les métastases ganglionnaires du cancer du sein (Miiller et al., 2001). Le récepteur
CXCR7 reconnait également spécifiquement un deuxieme ligand : CXCLI11, agoniste du
récepteur CXCR3. Ce récepteur CXCR3, exprimé par les cellules tumorales, a été impliqué
(notamment par des travaux réalisés par 1’équipe) dans la domiciliation des métastases
pulmonaires de différents cancers dont le cancer du sein, le cancer colorectal et 1’ostéosarcome
(Cambien et al., 2009; Pradelli et al., 2009; Walser et al., 2006). En revanche, une étude réalisée
au sein du laboratoire a montré que CXCR3 n’interviendrait pas dans la dissémination des cellules
cancéreuses coliques au niveau du foie (Cambien et al., 2009). En somme, ces exemples illustrent
le fait que le nombre et la nature des récepteurs de chimiokines impliqués dans la dissémination
métastatique des différents cancers dépend a la fois de la tumeur primaire et de l’organe

secondaire dans lequel vont se développer les métastases.

Toutefois, les données de la littérature indiquent que I’implication des couples
chimiokines/récepteurs et le réseau formé entre les différentes paires (exemple de CXCR4-
CXCR7-CXCR3) sont bien plus complexes que supposé au départ. Selon le type de cancer, les

cellules tumorales expriment seulement certains récepteurs de chimiokines (c’est-a-dire une
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combinaison donnée de récepteurs) leur permettant de répondre aux chimiokines présentes dans le
microenvironnement tumoral. Selon les organes, différentes chimiokines sont exprimées de
manicre constitutive dans les conditions physiologiques saines. Leur expression peut étre altérée
par des conditions inflammatoires ou par les cellules tumorales elles-mémes. Vient s’ajouter a
cela, ’expression d’une combinaison donnée de récepteurs de chimiokines par les cellules de
I’héte (cellules immunitaires, fibroblastes et cellules endothéliales). Ces cellules jouent un réle
primordial dans le déroulement des différentes étapes tumorales : réponse immunitaire anti- ou
pro-tumorale, ou encore stimulation ou inhibition de 1’angiogénése tumorale. Le succes du
développement métastatique dépend de la balance entre toutes ces interactions, qui dépendent

elles-mémes de la tumeur d’origine et de I’organe secondaire cible.

Dans notre étude, nous n’avons pas identifi¢ dans leur ensemble les mécanismes
responsables de I’inhibition du développement métastatique lors du blocage de CXCR7.
Cependant, CXCR7 n’est pas exprimé pas les cellules tumorales et est par contre exprimé par les
cellules des vaisseaux sanguins associés aux tumeurs, suggérant que CXCR7 intervient
probablement dans la croissance tumorale, au niveau des poumons, via la régulation de
I’angiogénése. Les études réalisées précédemment par I’équipe, sur I’implication de CXCR3 dans
les métastases pulmonaires des cancers coliques et de 1’ostéosarcome, ont montré que le récepteur
CXCR3 est exprimé par les cellules tumorales ; son activation par ses ligands influence la
chimiotaxie, la prolifération et la survie des cellules cancéreuses (Cambien et al., 2009; Pradelli et
al., 2009). Les travaux réalisés par 1’équipe, en accord avec la littérature, montrent ainsi que les
chimiokines et leurs récepteurs interviennent dans le processus métastatique au moyen de
différents mécanismes, directs ou indirects. Il est donc important de définir, pour chaque cancer et
pour chaque organe cible, par qui sont exprimés les acteurs mis en jeu et quelles sont les fonctions
qu’ils exercent dans la progression tumorale. Les réponses a ces questions permettront d’estimer

vers quel effet final la balance obtenue sera dirigée.

Si P’ensemble apparait comme complexe, le blocage des chimiokines ou de leurs
récepteurs dans les traitements des métastases reste pertinent et a fort potentiel thérapeutique. Le
blocage des récepteurs de chimiokines peut empécher la migration des cellules tumorales vers les
organes secondaires, réduire les effets prolifératifs et les avantages de survie ou bien encore,
limiter ’angiogénese tumorale dans les tumeurs primaires aussi bien que dans les métastases. Par
ailleurs, il a été démontré que la chimiokine CXCL12 participe aux mécanismes de résistance aux
traitements anticancéreux (Duda 2011), argument puissant pour encourager le développement des
stratégies thérapeutiques ciblant les chimiokines/récepteurs. La compréhension des mécanismes

subjacents aux chimiokines permettra d’envisager plus efficacement une utilisation en clinique
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des bloqueurs des chimiokines/récepteurs. Il s’agira ensuite de définir la (les) cible(s)
thérapeutique(s) (quelle(s) chimiokine(s) ? quel(s) récepteur(s) ?) en fonction de chaque cancer et
en fonction de chaque organe cible pour lequel le patient présente des risques de métastases.
Néanmoins, 1’utilisation seule de ces stratégies en clinique semble ambitieuse ; le couplage aux
thérapies existantes parait plus adapté, que ce soit dans le traitement des tumeurs primaires et des

métastases.

En conclusion, notre travail a démontré que le récepteur CXCR7 est exprimé par les
cellules des vaisseaux sanguins associés aux tumeurs dans les CCRs, aussi bien qu’au niveau des
métastases de ces cancers. Notre travail suggere que le blocage du récepteur CXCR7 par un
antagoniste spécifique pourrait étre utilisé a des fins thérapeutiques pour traiter les métastases
pulmonaires de cancer colique et d’ostéosarcome. Nos travaux mettent également en lumicre le
fait que les récepteurs de chimiokines peuvent jouer un role pro-tumoral dans le développement
métastatique lorsqu’ils sont exprimés par les cellules du microenvironnement tumoral. Par
ailleurs, nous mettons en évidence que I’impact de I’expression des récepteurs de chimiokines par
les cellules du stroma tumoral sur la progression des métastases est dépendant de 1’organe
secondaire dans lequel celles-ci se développent; alors que CXCR7 intervient dans le
développement des métastases pulmonaires, il n’influence pas celui des métastases hépatiques des
CCRs. Le choix des récepteurs de chimiokines a cibler dans le traitement des métastases doit donc

tenir compte du type de cancer mais aussi du site secondaire ou vont s’établir les métastases.

L’ensemble de nos résultats appuie 1’idée d’utiliser ces couples chimiokines/récepteurs
comme de nouvelles cibles pour le traitement des métastases pulmonaires. L’association en
clinique d’une chimiothérapie ou d’agents ciblés avec 1’inhibition d’un ou plusieurs couples
chimiokines/récepteurs pourrait optimiser les traitements existants et améliorer la survie des
patients. Toutefois, du fait de I’implication des chimiokines dans de nombreux processus
biologiques et de la complexité de leur réseau, des essais précliniques supplémentaires seront
nécessaire pour limiter le risque d’effets non souhaités, tels qu'une perte d’efficacité des réponses
immunitaires nécessaires aux défenses du patient contre les pathogenes, ou contre la tumeur elle
méme. Enfin, des essais cliniques devront étre réalisés afin d’optimiser cette nouvelle approche

thérapeutique.

94



Il apparait clairement que les interactions chimiokines/récepteurs sont impliquées dans le
développement de métastases a distance. Cependant, la capacité des cellules tumorales a se
développer dans un nouveau tissu dépend de nombreux paramétres inhérents a la cellule elle-
méme et au tissu environnant, mais surtout a I’interface qui existe entre les deux. La nature et les
mécanismes de régulation des interactions qui ont lieu entre les cellules tumorales et le
microenvironnement sont la clé de la progression tumorale. Une meilleure connaissance de ces
phénoménes biologiques permettra la mise en place de stratégies thérapeutiques de plus en plus

spécifiques et efficaces.
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II. Les chimiokines et leurs récepteurs, des acteurs anti-
tumoraux : étude préclinique d’immunothérapie génique des

métastases hépatiques du cancer colorectal par CX3CL1

Effets du transfert de géne CX3CL1-Ig dans les hépatocytes

sur les métastases hépatiques des cancers colorectaux

Cette étude fait I’objet d’'un article en cours de préparation (Article II)

A. Introduction

Les cancers colorectaux (CCRs) métastatiques, réservent un sombre pronostic pour les
patients. Malgré les progres des traitements anticancéreux, le taux de survie a 5 ans de ces patients
reste faible (11,5%). Les métastases hépatiques représentent 50% des métastases des CCRs. Alors
que la résection chirurgicale est encore aujourd’hui le seul traitement curatif proposé aux patients
atteints d’'un CCR métastasé au niveau du foie, seuls 10% d’entre eux sont opérables. Le
développement de nouvelles stratégies thérapeutiques plus efficaces est donc nécessaire. Ces
nouveaux traitements auront pour objectif d’éliminer les métastases ou bien de les réduire pour
permettre leur ablation chirurgicale, ou encore d’empécher la récidive apres une résection. Une
des stratégies explorées a I’heure actuelle est celle de I’immunothérapie. Cette stratégie
thérapeutique, basée sur la stimulation du systéme immunitaire du patient, peut se concevoir
suivant un mode passif ou actif. Dans un mode passif, des anticorps ou des cellules effectrices
(obtenues par expansion ex vivo) sont administrés directement aux patients. Au contraire, le mode
actif vise a stimuler directement les réponses immunitaires anti-tumorales de 1’hdte. Plusieurs
stratégies peuvent étre envisagées pour stimuler I’immunité anti-tumorale des patients (Salem et
al., 2001; Xiang et al., 2013) ; dans notre cas, nous nous sommes intéressées a la stratégie basée
sur I’utilisation des chimiokines (Franciszkiewicz et al., 2012; Mohit and Rafati, 2012; Rosenblatt

etal., 2002).

La majorit¢ des tumeurs solides sont le siege d’une infiltration leucocytaire dont la
composition varie d’un patient a ’autre, et qui dépend a la fois du type de tumeur et de
I’environnement tumoral. Les chimiokines, par leurs actions chémoattractantes, participent a
I’¢laboration de cet infiltrat en attirant les diverses populations leucocytaires sur le site tumoral.

Selon les chimiokines exprimées au sein de la tumeur, différentes sous-populations de cellules
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immunitaires sont recrutées ; chacune de ces populations conduit & un effet distinct sur la
progression tumorale, avec soit des effets pro-tumoraux, soit des effets anti-tumoraux (Lanca and
Silva-Santos, 2012; de Visser et al., 2006). En recrutant des populations cellulaires aux propriétés
anti-tumorales, certaines chimiokines présentent donc un intérét particulier pour I’immunothérapie
des cancers. Dans ce contexte, il a été€ propos€ qu’une importante expression exogene de certaines
chimiokines au niveau du site tumoral pourrait permettre le recrutement intra-tumoral de cellules
inductrices et effectrices de la réponse immunitaire de 1’héte, et ainsi stimuler efficacement une
réponse immunitaire anti-tumorale (Franciszkiewicz et al., 2012). Pour exemple, dans un modé¢le
spontané de carcinome broncho-alvéolaire chez la souris, il a ét¢ montré que le transfert de
cellules dendritiques (DCs), modifiées génétiquement pour exprimer la chimiokine CCL21,
entraine une diminution significative du volume tumoral, résultant de la mise en place d’une
réponse anti-tumorale innée (impliquant des cellules NK et des monocytes) et d’une réponse anti-
tumorale spécifique (impliquant des lymphocytes T) (Yang et al., 2006). De nombreuses autres
études précliniques pourraient ainsi étre citées. Dans le CCR, le transfert des génes codant
CCL17, CCL20 ou encore CXCLI10 entraine une régression des tumeurs, voire leur élimination
complete (Fushimi et al., 2000; Kanagawa et al., 2007; Narvaiza et al., 2000). L’ensemble de ces
résultats suggerent qu’en recrutant des leucocytes, plus particulierement des monocytes, des DCs,
des cellules NK ou des lymphocytes T (LTs) au sein de la tumeur, les chimiokines sont capables

de provoquer une réponse immunitaire anti-tumorale efficace.

La fractalkine (CX3CL1) est une chimiokine non conventionnelle qui, contrairement aux
autres chimiokines (exceptée CXCL16) existe sous deux formes : une forme membranaire et une
forme soluble. La forme membranaire (composée d’un domaine intracellulaire, d’une région
transmembranaire, d’un domaine mucine et d’un domaine chimiokine, Figure 21) posséde des
propriétés de molécule d’adhésion vis-a-vis des leucocytes exprimant son récepteur CX3CR1
(Fong et al., 1998). Son clivage protéolytique génére une forme soluble de 90 kDa, seule forme
dotée de propriétés chémoattractantes. CX3CL1, sous sa forme soluble, est décrite comme
participant au recrutement et a 1’activation des acteurs essentiels de la réponse immune anti-
tumorale tels que les lymphocytes Thl, les LTs cytotoxiques, les cellules NK et les monocytes
(Imai et al., 1997). De ce fait, elle apparait comme une chimiokine particuliérement intéressante
dans le cadre d’une approche d’immunothérapie des cancers. Par ailleurs, des études récentes ont
montré que le niveau d’expression de CX3CL1 dans les cancers coliques, les adénocarcinomes
gastriques et les cancers du sein est positivement corrélé a la survie des patients. (Hyakudomi et
al., 2008; Ohta et al., 2005; Park et al., 2012). Dans les CCRs, si Ohta et al. ont apporté les
premiers €¢léments de cette corrélation, celle-ci a été confirmée par une deuxieme étude, dans

laquelle une expression élevée de CX3CL1 au niveau des tumeurs coliques primaires a été
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associée a une forte infiltration leucocytaire (LTs Th1, LTs CD8" cytotoxiques) et aussi corrélée a
un facteur de bon pronostic chez ces patients (Mlecnik et al., 2010). La fractalkine représente

donc un bon marqueur pour le pronostic des patients atteints de différents cancers, dont les CCRs.
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Figure 21 : Schéma de la structure de CX3CL1
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Des travaux préalables de 1I’équipe ont montré, dans un modele de CCR chez la souris, que
les cellules tumorales coliques génétiquement modifiées pour exprimer CX3CL1 ont un pouvoir
tumorigeéne et métastatique significativement diminué par rapport aux cellules tumorales sauvages
(Vitale et al., 2007). Ceci a également été démontré par différents groupes dans d’autres types de
cancers tels que le lymphome, le cancer des poumons, le neuroblastome et 1’hépatocarcinome
(Guo et al., 2003a; Lavergne et al., 2003; Tang et al., 2007; Xin et al., 2005; Zeng et al., 2005).
L’expression de CX3CLI1 par les cellules tumorales se traduit par un recrutement leucocytaire
important, spécifique de la tumeur d’origine et constitué principalement de cellules NK, de LTs et
de DCs. De fagon intéressante, Nukiwa et al. ont montré que le transfert de DCs, modifiées
génétiquement ex vivo pour surexprimer CX3CL1, diminue significativement la croissance des
tumeurs coliques et celle des cellules tumorales mélanocytaires, et ce, de maniere dépendante des

LTs CD4" et CD8" (Nukiwa et al., 2006).

L’ensemble de ces résultats a conduit 1’équipe a poser I’hypothése que le géne CX3CLI
pourrait représenter un « gene-médicament » efficace dans les stratégies d’immunothérapie des
CCRs. Pour cela, I’effet du délivrage du géne CX3CL1 a été étudié sur le développement des
métastases préétablies de cancers coliques chez la souris. L’équipe a d’ores et déja montré que le
délivrage du gene CX3CL1 au niveau des poumons diminuait significativement le développement
des métastases pulmonaires de CCR et d’ostéosarcome (Richard-Fiardo et al., 2011). L’effet des

chimiokines étant fortement li¢ a I’environnement dans lequel elles exercent leurs actions, je me
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suis également intéressée, dans ce travail de thése, a 1’effet du délivrage du géne CX3CL1 au

niveau du foie sur le développement de métastases hépatiques de CCR.

B. Présentation des modeles d’études

Afin de réaliser cette étude préclinique d’immunothérapie génique, I’équipe a développé
des modeles de métastases hépatiques expérimentales chez la souris (Vitale et al., 2007). Une fois
les métastases préétablies, le géne CX3CL1 a été injecté dans la veine de la queue sous forme
plasmidique. Le plasmide construit code pour la protéine CX3CLI1 fusionnée au fragment Fc
d'une IgG2a (CX3CL1-Ig) (Collaboration avec le Dr Philippe Deterre, INSERM UMR 945,
UPMC Paris 6) ; ce fragment permet la formation de diméres de CX3CL1 et augmente ainsi la

demi-vie de la protéine produite (Lavergne et al., 2003) (Figure 22). [... | diffusion non autorisée
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C. Discussion et conclusions de la partie 11

L’amélioration des traitements pour les patients porteurs de métastases, notamment dans
le cas des cancers colorectaux (CCR), représente encore aujourd’hui un enjeu majeur pour la
recherche. Les stratégies d’immunothérapie qui visent a réduire, voire a éradiquer ces métastases,
ont d’ores et déja démontré leur intérét et leur potentiel dans de nombreuses études (Salem et al.,
2001; Xiang et al., 2013), encourageant ainsi a poursuivre leur développement. Toutefois, le
succeés de I’immunothérapie des cancers dépend de ’efficacité du recrutement et de 1’activation
des populations leucocytaires au niveau des tumeurs. Dans ce contexte, la fractalkine (CX3CL1),
décrite pour son rdle dans le recrutement des acteurs essentiels de la réponse immunitaire anti-
tumorale, apparait comme une molécule chémoattractante d’intérét. De plus, la toxicité des
chimiothérapies systémiques actuelles incite au développement de nouvelles stratégies
thérapeutiques, dans lesquelles les traitements seront délivrés spécifiquement au niveau des sites

métastatiques.

Notre étude montre que le délivrage du geéne codant pour CX3CLI1-Ig, formulé a [X]
permettant de cibler les hépatocytes, réduit le développement des métastases hépatiques des
tumeurs coliques. Le [X] est ainsi capable de délivrer un gene et donc de permettre I’expression
de la protéine codée par celui-ci, spécifiquement au niveau du foie. Dans une approche similaire
de délivrage ciblé¢ dans les tissus, I’équipe a démontré que le délivrage du géne codant pour
CX3CLI1-Ig au niveau des poumons réduisait significativement le développement des métastases
pulmonaires de CCR et d’ostéosarcome (Richard-Fiardo et al., 2011). Ces résultats démontrent
que P’expression de CX3CL1 dans le microenvironnement tumoral peut conduire a une réduction
du développement tumoral dans le cas des métastases hépatiques de CCR ou des métastases

pulmonaires de CCR et d’ostéosarcome.

Cependant, selon le type de cancer considéré, ’axe CX3CL1/CX3CR1 semble participer
de fagon contradictoire a la progression tumorale (D’Haese et al., 2010). Ainsi, CX3CL1 a été
impliquée dans la mise en place de réponses anti-tumorales dans le CCR, le cancer des poumons,
I’hépatocarcinome et le lymphome (Guo et al., 2003a, 2003b; Lavergne et al., 2003; Tang et al.,
2007; Xin et al., 2005). A D’inverse, dans d’autres types de cancer, cette chimiokine a été
rapportée comme jouant le role d’acteur pro-tumoral, en particulier lorsque les cellules
néoplasiques expriment son récepteur CX3CR1. Il a notamment été rapporté que dans le cancer de
I’ovaire, I’expression de CXC3L1 intervient positivement dans la régulation de la prolifération
des cellules tumorales (Gaudin et al., 2011). Dans le cancer du sein, bien que 1’expression du

récepteur CX3CRI1 dans les tumeurs primaires ne soit pas corrélée a la survie globale des patients,

[X] diffusion non autorisée
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elle est associée a la survenue de métastases au niveau du cerveau dans lequel CX3CL1 (I’unique
ligand de CX3CR1) est produite (Andre et al., 2006). Dans le cancer de la prostate, CX3CRI1 est
exprimé par les cellules tumorales, et participe a la formation des métastases osseuses (CX3CLI1
étant aussi sécrétée au niveau des os) (Jamieson et al., 2008; Shulby et al., 2004). Enfin, dans le
cas du cancer du pancréas, le récepteur CX3CRI1 a été¢ impliqué dans I’invasion péri-neurale,
c’est-a-dire dans la dissémination des cellules cancéreuses dans l’espace péri-nerveux ou

CX3CLI est également exprimée (Marchesi et al., 2008, 2010).

Dans notre étude, 1’expression de CX3CL1 dans le microenvironnement tumoral résulte
en une diminution du développement des métastases hépatiques de cancers coliques, suggérant
I’établissement d’une réponse immunitaire anti-tumorale efficace. Plusieurs études s’intéressant a
différents types de cancer ont rapporté que les LTs CD8", CD4" et les cellules NK sont les
principaux leucocytes responsables de cette réponse anti-tumorale (Guo et al., 2003b; Lavergne et
al., 2003; Xin et al., 2005). Des travaux ultérieurs de 1’équipe, réalisés chez la souris et a I’aide de
cellules cancéreuses modifiées génétiquement pour produire CX3CL1 en continu, ont permis de
démontrer I’importance particuliére des LTs CD4" dans la réponse anti-tumorale induite par
CX3CLI au niveau des métastases hépatiques de CCR (Vitale et al., 2007). [...] diffusion non

autorisée

En conclusion, notre étude a permis de montrer pour la premiere fois que [X] est un
outil efficace qui permet, associ¢ a des nanoparticules lipidiques, le ciblage et le délivrage
d’un geéne au niveau du foie et son expression. Ce systeme offre un avantage significatif par
rapport aux traitements systémiques traditionnels en limitant leurs effets secondaires sur les
organes sains des patients. Nous démontrons €¢galement pour la premicre fois que le délivrage
du géne CX3CLI1-Ig au niveau du foie est capable de stimuler une réponse anti-tumorale
efficace de I’hdte conduisant a une diminution du développement des métastases hépatiques

de CCR.

\

Les travaux réalisés a ce jour n’ont pas permis de déterminer précisément les
mécanismes immunitaires sous-jacents a la réponse anti-tumorale induite par CX3CLI1 dans
notre modele, ils apportent cependant des premiers éléments de décryptage. |...] diffusion non

autorisée
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Les résultats obtenus dans cette étude sont encourageants pour une utilisation en
clinique du gene codant pour CX3CL1 dans les traitements des cancers colorectaux
métastasés au niveau du foie ou des poumons. Toutefois, étant donné que cette stratégie
d’immunothérapie visent a moduler les réponses du systéme immunitaire, les études cliniques
devront veiller a ce que les doses de CX3CLI1 produites soient suffisantes pour obtenir un
effet anti-tumoral, mais surtout qu’elles n’entrainent pas de réponse inflammatoire indésirable
pour le patient. Enfin, si le transfert du géne CX3CLI seul sur le site métastatique est
prometteur, son association avec les traitements préexistants conduiront probablement a de

meilleurs résultats cliniques pour les patients.
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ITII. Conclusions et perspectives générales

Le cancer est une maladie complexe dont les acteurs principaux se jouent de leurs voisins
en prenant le meilleur et en évitant le pire. En effet, bien que les propriétés intrinséques des
cellules cancéreuses guident la progression tumorale, les cellules de 1’hote qui entourent ces
dernicres ne jouent pas un rdle secondaire. Elles sont au contraire déterminantes dans le succes
des différentes étapes du développement tumoral. Le cancer colorectal (CCR) ne déroge pas a ces
régles et ’amélioration des traitements de ses métastases reste encore aujourd’hui un enjeu majeur

pour la recherche.

Les chimiokines et leurs récepteurs, initialement décrits dans les réponses immunitaires
pour leur role dans le recrutement des leucocytes, sont aujourd’hui impliqués dans de nombreux
autres processus physiologiques et pathologiques. Aujourd’hui, si 1’implication des couples
chimiokines/récepteurs dans le cancer, et notamment dans les métastases, est clairement établie,
en revanche leurs fonctions dans la physiopathologie des tumeurs restent complexes. En effet,
certaines chimiokines vont favoriser la croissance des tumeurs primaires et des métastases, alors
que d’autres au contraire, vont s’y opposer en stimulant notamment 1I’immunité anti-tumorale.
Cette apparente dualité de fonctions des chimiokines les désigne comme des médiateurs clefs du
dialogue entre les cellules tumorales et leur environnement et comme des molécules au role
déterminant dans la progression des cancers. L’objectif de mon travail de thése a consisté a
explorer de nouvelles stratégies thérapeutiques pour les cancers colorectaux métastasés, visant soit
a mettre a profit les propriétés anti-tumorales d’une chimiokine, ou au contraire, a bloquer un

récepteur de chimiokines décrit pour ses effets pro-tumoraux.

Le blocage des chimiokines ou des récepteurs de chimiokines comme nouvelles stratégies
thérapeutiques des cancers semble prometteur. De nombreuses molécules (antagonistes, anticorps,
ARN interférents, etc.) ont été développées dans le but de bloquer spécifiquement la signalisation
des couples chimiokines/récepteurs d’intérét. Les nombreuses études réalisées a 1’aide de modeles
animaux ont démontré ’efficacité de ces stratégies, mais ont également permis de mettre en
¢évidence le fait que les couples chimiokines/récepteurs participent au développement tumoral de
maniere tissu-spécifique. Ainsi, selon le type de cancer considéré et I’environnement dans lequel
celui-ci se développe, différentes chimiokines et différents récepteurs sont mis en cause. Dans ce
contexte, les travaux réalisés au cours de ma thése ont permis de démontrer que le récepteur
CXCR?7 représente une cible thérapeutique pertinente et a fort potentiel pour le traitement des

métastases pulmonaires de CCR et d’ostéosarcome. Alors que dans la littérature, 1’expression des
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récepteurs de chimiokines par les cellules cancéreuses joue un rdle déterminant dans leur
implication pro-tumorale, dans notre é¢tude nous montrons que CXCR7 n’est pas exprimé par les
cellules tumorales coliques et d’ostéosarcome, mais par les cellules des vaisseaux sanguins
associés aux tumeurs. Notre étude montre donc que ’expression des récepteurs de chimiokines
par le microenvironnement tumoral, et notamment les cellules endothéliales, peut également
impacter le développement des tumeurs. Par ailleurs, notre étude confirme également que les
chimiokines/récepteurs participent différemment au développement des métastases d’un méme
type de cancer en fonction de 1’organe secondaire dans lequel celles-ci surviennent. Ainsi,
CXCRT7 ne semble pas participer a la croissance des métastases hépatiques de CCR, contrairement

aux meétastases pulmonaires.

Les chimiokines sont par définition des molécules chémoattractantes, elles interviennent
dans le recrutement des leucocytes au sein des tumeurs et donc dans I’'immunosurveillance. Les
stratégies d’immunothérapies anti-tumorales, qui consistent en [’apport exogéne ou en
I’expression de certaines chimiokines dans les tumeurs, ont fait 1’objet de nombreuses études. Les
résultats observés dépendent (i) des chimiokines testées, (i1) du type de cancer étudié et (iii) de
I’environnement dans lequel ce dernier se développe. De plus, I’ensemble de ces études tend a
montrer que l’apport des chimiokines dans 1’environnement tumoral conduit a une réponse
immunitaire anti-tumorale efficace suite au recrutement des cellules NK, des cellules T et/ou des
cellules dendritiques. Dans ce contexte, les travaux précédents de 1’équipe, ainsi que ceux d’autres
laboratoires, ont désigné CX3CL1 comme une chimiokine d’intérét a fort potentiel anti-tumoral.
Le modele d’étude développé au cours de ma these, ainsi que celui développé précédemment par
I’équipe, ont permis de démontrer que le transfert du gene CX3CLI1, spécifiquement au niveau du
site métastatique des cancers colorectaux, diminue significativement les métastases hépatiques et

pulmonaires. [X] diffusion non autorisée

Cependant, dans I’optique d’une application en clinique des deux stratégies thérapeutiques
proposées dans mon travail de these, il est important de considérer que toutes deux peuvent
influencer le systéme immunitaire du patient. Dans le cas de la thérapie génique, une expression
trop élevée de CX3CL1 dans un tissu est susceptible de provoquer une réaction inflammatoire
inattendue. De méme, en bloquant CXCR7, nous ne pouvons pas exclure la possibilité¢ de
perturber les cellules immunitaires qui exprimeraient ce récepteur. Bien que nous n’ayons relevé
aucun effet semblable dans nos modéles, les études précliniques a venir devront €tre soucieuses
des effets secondaires possibles que peuvent provoquer ces traitements au niveau inflammatoire et

dans les défenses immunitaires du patient.
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Bien que prometteuses, ces deux approches devront faire leurs preuves dans des essais
cliniques ou I’hétérogénéité de [Iinfiltration leucocytaire entre les patients est fortement
susceptible de moduler les réponses a ces traitements. L’amélioration de nos connaissances sur la
complexité du réseau chimiokines/récepteurs mais également sur le dialogue entre les cellules
cancéreuses et le reste des cellules de I’organisme est primordiale afin d’appréhender au mieux les
effets secondaires que peuvent entrainer toutes les nouvelles thérapies (exemple des résistances
aux traitements anti-VEGF) utilisées a ce jour et a venir. Enfin, ces stratégies thérapeutiques
doivent étre plus sérieusement envisagées en association avec les thérapies actuelles afin de

combiner les effets de chacun et assurer le meilleur résultat aux patients.
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CXCR7-mediated progression of
osteosarcoma in the lungs
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Background: Csteosarcoma (O5) is the most frequent primary malignant bone tumour in children and adolescents with a high
propensity for lung metastasis. Chernokines and chemokine receptors have been desaibed to have an important role in many
malignancies including OS5, The aim of this study was to investigate the expression of CXCR7 receptor in OS tissues and its role in
the progression of the disease in the lungs.

Methods: Immunohistochemistry was used to study CXCRY expression in primary tumours and metastatic tissues from patients
with OS5, fts contribution to tumour expansion in the lungs has been also assessed using animal models and synthetic-specific
CXCRY ligands.

Results: CXCR7 was expressed on human primary bone tumours and on lung metastases. Its expression was predominantly
located on tumour-associated blood vessels. Mice challenged with OS cells and systematically treated with synthetic CXCR7
ligands presented a significant reduction of lung nodules compared with untreated mice,

Conclusion: This study shows that CXCRY has a critical role In OS5 progression in the lungs, where are expressed CXCR7Y ligands,
especially CXCL12. Moreover, we highlight that synthetic CXCR7 ligands could represent a powerful therapeutic tool to impede
lurg OS progression.

Osteosarcoma (QS) is the most common primary malignant bone
tumour in children and adolescents. Despite significant improve-
ments made over the past several decades in the therapeutic
approach of QS, patients with metastases still have a very poor
prognosis (less than 20% long-term survival). Osteosarcoma
metastasises most commonly to the lungs, and pulmonary
metastases are generally thought to be assocated with a poor
patient outcome (Aljubran ef o, 2009).

Of the many factors involved in tumorigenesis, the chemokine/
chemokine-receptor system has a critical role in tumour initiation,
promotion and progression. Many cancers have a complex
chemokine network that influences the immune cells infil-
tration of a tumour, as well as growth, survival and migration of

tumour cells, and angiogenesis {Johrer et al, 2008; O’Hayre ef al,
2008).

Many studies have shown that the chemokine CXCLIZ and its
receptor CXCR4 are critical components in the regulation of
tumour spread and metastasis in several types of cancer (O'Hayre
ef al, 2008). CECR4 expression was previously shown in QS,
but the correlation between CXCR4 level and OS prognosis is still
debated (Qda ef al, 2006; Lin ef af, 2011; Baumhoer ef al, 2012).
Nevertheless, human and murine OS cell lines have been reported
to express CXCR4 and, using animal models of OS, it was
demonstrated that the inhibition of this chemokine receptor
reduces the tumour progression in the lungs (Perissinotto ef al,
2005; Kim et af, 2008).
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Besides CXCR4, CXCLIZ has been shown to exhibit a high
affinity to the receptor CXCR7/RDC-1 (Balabanian ef af, 2005;
Burns et al, 2006). The expression of CXCRY has been reported in
a variety of tumour cell lines and human tumour samples (Burns
et al, 2008 Miao et al, 2007; Meijer et al, 2008; Wang ef al, 2008;
Calatozzolo et al, 2010; Grymula et al, 2010; Hattermann et al,
2010; Kollmar et al, 2010; Luker ef af, 2010; Miekus ef al, 2010; Sun
et al, 2010; Zheng et al, 2010; Guillemot et al, 2012). Moreover,
tumour growth and aggressiveness are often correlated with the
alteration of the receptor expression {Bennani-Baiti et al, 2010;
D'Alterio et al, 2010, Grymula ef al, 2010). A number of these
studies have reported the critical role of CXCR7 in tumour vascular
formation, anglogenesis and growth promotion of various cancers
in vivo (Burns ef al, 2006, Miao et al, 2007; Meijer et al, 2008;
Wang e al, 2008; Kollmar et al, 2010; Guillemot et af, 2012).
However, the role of CXCR7 in OS has not vet been clearly
evaluated. The present study was carried out to assess the
contribution of CXCR7 receptor in the pulmonary expansion
of Q8. First, we investigated whether CXCR7 was expressed in OS
cells and tissues of human and murine origing. Then, we explored
whether the interactions between CXCR7 and its lgands are
critical compenents for OS progression in the lungs. To test this
hypothesis, experimental lung tumours of OS as well as specific
synthetic CXCR7 ligands were used.

Our results indicate that CXCR7 mainly expressed on tumour-
associated vessels can regulate OS progression in the lungs, where
are expressed CXCR7 ligands, and thus could have a critical role in
the metastatic process of QS.

MATERIALS AND METHODS

Human tissues. Tumour tissues from surgical resection specimens
were obtained from the Department of Anatomopathology
of Rangueil Hospital (Toulouse, France). All patients gave written
informed consent and the study was approved by the hospital’s
ethics committee. Ten OSs derived from primary skeletal lesions
and 8 cases from lung metastatic lesions (corresponding to lung
recurrences in 8 out of 10 patients). Standart histological diagnosis
was performed on 5-gm sections of formalin-fixed and paraffin-
embedded tissues. The histological diagnosis was reviewed by
A.G-B (MD, PhD).

Tumeour cell lines. The K7M2 cell line {mouse Q8) was obtained
from American Type Culture Collection (LGC Promochem,
Molsheim, France). The SaQS-LM7 cell line (human Q8] was
kindly provided by E Kleinerman from Anderson Cancer Center
(Houston, TX, USA). Cell lines were maintained in DMEM
(K7M2) and in MEM (SaOS-LM7) as previously described
(Pradelli ef al, 2009).

Histology/immunochistochemistry. Formalin-fixed, paraffin-
embedded sections of primary tumour and/or metastatic tissues
from patients with OS and from mouse cancer models were stained
with haematoxylin and eosin for morphological evaluation.
For CXCR7 immunostaining, the tissue sections were subjected
for 20min to heat-mediated antigen retrieval in citrate buffer
(pH 6) before blocking in sequential peroxydase and protein block
for 20min. Samples were incubated with anti-CXCR7 antibody
clone 11G8 (R&D Systems, Lille, France) for 45 min at lo,ugml"
and 20°C and then, with a secondary HRP-conjugated goat
anti-mouse antibody.

TagMan real-time PCR experiments. Total RNA was extracted
from mouse healthy lungs using RNeasy kit {Qiagen, Courtaboeuf,
France). One microgram of total RNA was reverse-transcribed
into ¢cDNA using the Superscript III enzyme (Invitrogen, Cergy
Pontoise, France), according to the manufacturer’s instructions.

Real-Time PCR was performed in an ABI PRISM 7900 using
TaqMan gene expression assays (Applied Biosystems, Courtaboeuf,
France) with a total of 125ng cDNA as a template for
amplification. Cycle parameters were 50°C for 2 min, 95°C for
10 min followed by 40 cycles of 35°C for 153 and 80°C for 1 min.
Relative mRNA expression levels are presented as ACr, which
show an inverse correlation with absolute mRNA levels. ACt
values were obtained by subtracting Cr control {mouse 185, Mm
03928390-g1) from Cr target gene {mouse CXCL11 and CXCL12,
Mm 00444662ml and Mm 00445552m1, respectively) measured in
the same RNA preparation.

Flow cytometry. K7M2 cells were preincubated with a purified rat
anti-mouse CDI16/CD32 monoclonal antibody {mouse BD Fc
Block; ED Biosciences, Le Pont de Claix, France) and SAQS-LM7
cells, with a purified human IgG (R&D Systems) in order to block
non-specific antibody binding. Cells were then stained with a
PhycoErythrin-conjugated mouse monoclonal anti-human CXCR7
antibody or with an isotype-matched control antibody (clone 11G8
or IgG1 control, R&D Systems, 0,1 pg of IgG1 per 10° cells) for
30 min at 4"C. Cells were analysed using a BD FACScanto II flow
cytometer.

Animal studies. All of the procedures involving animals and their
care were conducted in accordance with institutional guidelines
{Permit number A06-088-14) and after approval by the local ethics
committee {Permit number NCA 2008-02).

Experimental lung tumours of OS, referring to the late steps of
the metastatic process (Le., extravasation from the blood stream
and tumour growth in the lungs) were induced by intravenous
injection of K7M2 and $SaQS-LM7 cells into 6 to 8-week-old
BALB/c and Nude mice (Harlan, Gannat, France), respectively, as
previously described (Pradelli et al, 2009). The treatments
with synthetic-specific CXCR7 ligands were delivered to mice
by intraperitoneal injections of 100mgkg™' of the CCX771
compound or its early prototype, the CCX754 compound {Burns
et al, 2006; Zabel et al, 2009), according to preventive or curative
treatments as described below.

The preventive treatment was performed by treating mice one
day before injection of K7M2 cells and for 3 consecutive days
{from days — 1 to day + 3). The curative treatment was achieved
by treating animals daily with synthetic CXCR7 ligands from days
+5 to day + 15 after the injection of K7M2 cells and from days
+5 to + 15 and again, days 420 to + 30 following SaQS-LM7
injection. Fifteen days after the injection of the K7M2 cells or 10
weeks after the injection of the Sa0S-LM7 cells, the mice were
killed and the lungs were insufflated with 10% neutral-buffered
formalin or with India ink dye (Williams and Lisanti, 2004) that
reveals white tumour nodules against a black lung background. The
extent of tumour development was assessed by recording the
number of visible tumour nodules on the pleural surface and by
recording the volume of all tumour nodules (cumulative volume).

Statistical analysis. Statistical comparisons were performed using
the non-parametric Man-Whitney U-test and statistical signifi-
cance was set at P=0.05.

RESULTS

CXCR7 expression in human tissues. CXCR7 expression was
first analysed in human OS tissues derived from primary
skeletal lesions (# = 10) and from lung metastatic lesions {# =8)
{Figure 1A and B, respectively) by using the CXCR7-specific
monoclonal antibody 11G8 (Berahovich et al, 2010b). CEXCR7
immunoreactivity was detected in at least 30% of the samples
(3 out of 10 primary lesions, 3 out of 8 lung metastases; primary
lesion and lung metastases were found together CXCR7-positive
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Figure 1. Expression of CXCR7 and its ligands in murine and human
tissues. (A, B Irmunchistochermical analysis of CXCRY expression on
hurnan biopsies of primary skeletal OS (A) and lung retastatic
lesions (B). The filled amrows show CXCR7-stained tumour-associated
vessels, whereas the open arrow signals CXCR7-stained OS cells.
Magnifications x 400. (C) Flow cytormetry investigation of surface
CXCR7 expression on K7M2 and $5a05-LM7 cells. Grey histograms
represent cells stained with the isotype-rnatched control antibody.
Black histograms show cells stained with an anti-CXCR7 antibodly.
Panels are representative of two independent experiments. (D) CXCR7
immunostaining of lung sections from Sa0S-LM7-bearing mice (upper
panel). Spleen sections fror nude mouse are used as CXCRY -positive
tissue control {lower panel). Positive staining is depicted as brown.
Magnification = 200. (E) Quantitative real-time PCR for the analysis
of CXCRY ligands expression in mouse healthy lungs. The relative
expression levels of genes were caleulated using 18S as a nommalising
gene and expressed as 1/ACt The mean 1 s.e.m. of duplicate per
condition is shown. Representative of three independent experiments.

for one patient). In both types of lesions, CXCR7-specific reactivity
was mostly located on tumour-associated vessels. The number of
Immunoreactive tumoral vessels within a lesion varied among the
sample and ranged from 30 to 50%. Occasionally, CXCR7-specific
reactivity was also apparent on tumour cells. In contrast, tumour
osteold, healthy tissues and normal vasculature were not stained by
CXCRY7 antibodies.

It is important to underline that we tested several other CXCR7
antibodies, one rabbit polyclonal (Abcam, PLC, Paris, France) and
one mouse monoclonal (R&D) and found discordant stainings
(data not shown). Interestingly, Berahovich et al (2010a)

highlighted that most CXCR7 antibodies commercially available
were not specific, except for CXCR7 11G8 clone, thereby giving
concrete explanation to discordant stainings that we observed with
the other antibodies.

CXCR7 expression in mouse tumour cells and tissues. The
CXCR7 expression was then investigated in lung tumours obtained
in mice challenged with K7M2 and SaOS-LM7 QS cells. First, the
cell surface CXCRY expression was examined jn vitro on both cell
lines by flow cytometry, using the specific 11G8 anti-CXCR7
antibody. The expression of this receptor was undetectable in
mouse K7M2 as well ag in human SaQS-LM7 (Figure 1C) cells. The
in vivo CXCR7Y expression was then assessed in the tumour-bearing
lungs from SaQS-LM7- and K7M2Z-inoculated mice. CXCR7
immunoreactivity was detected in all tumoural lung samples.
As observed for human OS tissue samples, in SaQS-LM7 mouse
lung sections (Figure 1D), CXCR7 immunostaining was mainly
located on tumour-associated vessels and in a few cases, on some
scarce tumour cells {not shown). In contrast, CXCR7 antibodies
did not stain healthy tissues or normal vasculature. The same
staining pattern was observed In the K7M2 model (data not
shown).

Together, these data underline the relevance of our mouse
models for human pathology study.

CXCR?7 ligands expression in mouse lungs. Chemokines have a
paramount role in the tumour progression through autocrine or
paracrine mechanisms. We were thus interested in evaluating the
lungs ability of healthy mice to produce the CXCR7 ligands.
Quantitative real-time PCR analysis of CXCLI11 and CXCLI2 gene
expression indicated that mouse lungs expressed both chemokines
{Figure 1E).

CXCR7-mediated inhibition of lung nodules. We were first
Interested In evaluating the effects of systemic treatment with
synthetic CXCR7 ligands, such as CCX754 and CCX771
compounds (Burns ef al, 2006; Zabel ef af, 2009), during the early
stages of lung tumour formation. To this end, the effects of
preventive-called treatment with CCX754, which started before
OS cell inoculation and was continued two additional days, was
evaluated in the model using K7M2 cells (Figure 2A). As depicted
in Figure 2B, mice [rom both CCX754- and vehicle-treated groups
developed numerous macroscopic pulmonary tumour foci.
The extent of lung tumour development was significantly reduced
by CCX754 treatment. CCX754-treated mice exhibited a 79%
reduction in the number of lung nodules compared with vehicle-
treated mice (13.3 nodules versus 63.2 nodules, respectively)
(Figure 2C, left panel). The inhibitory effect of this treatment was
also highlighted by the cumulative tumour volume that presented a
86% reduction in CCX754 treated mice compared with vehicle-
treated mice (8.54 mm® versus 59.2 mm® respectively) (Figure 2C,
right panel). Similar effects were obtained with the CCX771
compound {data not shown) that was used in the following
experiments.

The effects of systemic CCX771 treatment were then evaluated
on pre-established QS lung tumours. With this aim, K7M2-
inocculated mice were subjected to curative CCX771 treatment or
vehicle control (Figure 3A) and examined for tumour development
{Figure 3B-D). As shown in Figure 3B, all mice from both
groups developed macroscopic pulmonary tumour focl. However,
there was a significant metastatic burden reduction in the lungs
of CCX771-treated mice compared with the control group, as
reflected in the number of focl (54.4 nodules versus 103 nodules,
respectively) and in the cumulative tumour volume (36.5mm®
versus 82.2mm® respectively) {(Figure 3C). Those data were
confirmed by the histological analysis of lunps showing fewer
and smaller tumour foci in CCX77]1-treated mice compared with
vehicle-treated mice (Figure 3D).
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Figure 2. Effects of CXCR7-targetad treatment in the prevention of
05 lung development. (A) Schernatic representation of the preventive
CXCR7targeted treatrnent. K7M2 cells were injected into the tail vein
of mice pretreated with vehicle or CCX754 compound, as described in
the Matenals and Methods section. Fifteen days later, mice were killed
for lung examination (rn=10-14 mice per group). (B) Representative
crude photographs of India ink-stained lungs harvested from wehicle-
and CCX754-treated mice. (C) Extent of turnour developrnent by
recording the number of pulmonary nodules (left panel) and by
measuring the cumnulative tumour volume (right panel) in the lungs.
Each dot represents the nurnber or the curulative volume of nodules
for one mouse and the middle line represents the median values of
each group of mice.

The effects of systemic treatment with synthetic CXCR7 ligands
were next evaluated in human cells using the 5aQS-LM7 model.
Sa08-LM7-inoculated mice were subjected to curative CCX771
treatment or wvehicle (Figure 4A) and the extent of tumour
development was assessed as described above. As shown In
Figure 4B, all vehicle-treated mice developed lung tumours,
whereas only 50% of CCX771-treated mice displayed lung
macroscopic nodules. Moreover, CCX771-treated mice exhibited
fewer lung nodules than the control group (8.7 nodules versus 21,6
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Figure 3. Effacts of CXCR7-targeted treatment on pre-established
K7M2 lung tumours. (A) Schematic representation of the curative
CHCR7-targeted treatment. Mice were injected with K7M2 cells into
the tail vein before receiving intraperitoneal injections of CCX771 or
vehicle, as described in the Materials and Methods section. Fifteen
days after injection of the K7M2 cells, mice were killed for lung
examination (n=9=11 mice per group). (B) Representative crude
photographs of the lungs of vehicle-treated and CCX771-treated
turnour-bearing mice. (C) Extent of turmour developrnent by recording
the nurber of pulmonary nodules deft panel) and by measuring the
cumulative tumaour volume fright panel) in the lungs. Each dot represents
the number or the curmnulative volume of nodules for one mouse and
the middle line represents the median values of each group of mice.
(D) Representative haematoxylin/eosin staining of lungs from vehicle-
treated and CCX771-treated tumour-bearing mice. Arrows show
metastases. Magnifications x 40.

nodules, respectively) (Figure 4C, left panel). This inhibitory effect
of CCX771 compound was also reflected in the curnulative tumour
volume with a 65% reduction compared with the vehicle-treated
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Figure 4. Effects of CXCR7-targeted treatment on pre-established
5a05-LM? lung tumours. (A) Schematic representation of the curative
CXCR7 targeted treatment. Mice were injected with 5a05-LM7 cells
into the tail vein before receiving intraperitoneal injections of CCX771
or vehide, as described in the Materials and Methods section. Ten
weeks after injection of the 5a05-LM7 cells, mice were killed for

lung exarination (=14 mice per group). (B) Representative crude
photographs of the lungs of vehicle-treated and CCX771-treated
turnour-bearing rnice. (C) Extent of turnour development by recording
the nurnber of pulmonary nodules (left panel] and by measuring the
currulative turmour volume (right panel) in the lungs. Each dot represents
the number or the cumulative volume of nodules for one mouse and
the middle line represents the median values of each group of mice.
D) Representative haematoxylin/ecsin staining of lungs from vehicle-
treated and CCX77 1-treated turour-bearing rmice. Deep purple areas
show metastases. Magnifications x 40.

group {39.1mm®* versus 110 mm”, respectively) {Figure 4C, right
panel). These data were confirmed by the histological analysis of
lungs, showing an almost complete invasion of pulmonary tissues

by tumour cells in control group, whereas the tumour burden was
limited to some lung tissue areas in the group of CCX771-treated
mice (Figure 4D).

DISCUSSION

This study tested the hypothesis that CXCR7 is critical for the
progression of OS in the lungs. Here we show that CXCR7 is
expressed In human QS tissues, more specifically in primary bone
tumours as well ag in lung metastases. We found that this receptor
was expressed mainly on tumour-associated blood vessels and
rarely on tumour cells and not at all on healthy bone, lungs or
vasculature. These results were consistent with studies on other
human cancers that had also described CXCRY expression on the
neovasculature assoclated with tumour and not on most non-
transformed cells or on non-tumour vasculature (Miao ef al, 2007;
Guillemot ef al, 2012; Monnter ef al, 2012). These data suggested
that CXCR7 may have an important role during the development
of OS lung metastasis and have thus prompted us to assess their
in vivo relevance in QS.

To investigate whether CXCR7 affects OS expansion in the
lungs, we tested whether a systemic treatment with specific
synthetic CXCR7 ligands could affect local growth of pre-
established lung tumours in mice. Indeed, this treatment has been
proven to strongly reduce the tumour expansion within the lungs
of both 5a08-LM7- and K7M2-inoculated mice. De facto, CXCR7
may be viewed as a key factor In the progression of OS5 in the lungs.
In addition, preventive CXCR7-targeted treatment administrated
to mice before the QS cell inoculation significantly reduced tumour
formation, also pointing to a role of CXCRY7 during the early stages
of lung development of OS.

Collectively, these results highlight an essential role of CXCR7
in both the early and the late expansion stages of QS in the lungs
and provide the first evidence of the potential of CXCR7-targeted
strategies to cure or prevent QS lung expansion.

Despite numerous studies investigating the role of CXCR7 in
tumorigenesis of a varlety of tumours, the mechanism of action for
this receptor remains unclear. Although our study did not allow us
to elucidate the molecular mechanisms by which CXCR7 controls
05 progression, our data nevertheless suggested possible mechan-
isms of action.

CXCR7 1s a second receptor for CXCLIZ that binds this
chemokine with greater affinity than CXCR4. Several studies in
zebrafish development and in mammalian systems suggest that
CXCR7 primarily functions to sequester CXCLI2 (Boldajipour
et al, 2008; Luker et al, 2010; Naumann ef al, 2010). Thus, reducing
CXCL12 from its surrounding environment, CXCR? shapes the
extracellular CXCLI2 gradient that directs the migration of
CXCR4-expressing cells. Computational modelling revealed that
CXCL12-producing cells and CXCR7-expressing cells functioned
in a source-sink model of gradient formation for CXCR4-
dependent chemotaxis (Torisawa ef al 2010). In addition to
generating chemotactic gradients, CXCR7 may also maintain
CXCLI12/CXCR4 signalling by limiting desensitisation of CXCR4
during chronic exposure to CXCL12. As evidenced by our PCR
experiments and reported by others (Muller et al, 2001}, natural
CXCRY ligands, especially CXCL12, are expressed in healthy lungs.
CXCR4 expression has been described on vascular endothelial cells
and on their circulating progenitors {Miao et al, 2007; Dal et 4l,
2011; Monnier ef al, 2012; Yan et al, 2012) and several reports have
highlighted QS cells as CXCR4-expressing cells (Perissinotto ef al,
2005; Kim er al, 2008). As CXCR7 serves as scavenger for CXCL12,
it can be suggested that iz vivo blockade of CXCR7 might result in
enhanced levels of CXCLI12. Indeed, it has been reported {Wang
ef al, 2012) that in vivo CCX754 treatment increase the levels of
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CXCL1Z in peripheral blood. Thus, it can be assumed that
increasing amounts of chemokine released in the peripheral
blood impedes CXCLI2 gradient formation and promotes the
desensitisation of CXCR4. Consequently, the migration and/or
proliferation of CXCR4™ cells, especially OS cells, endothelial
and endothelial-progenitor cells, would be altered and tumour
expansion slowed or prevented. Thus, we could explain, asg
previously shown by Baumhoer ef al (2012), that sitrong
expression of CXCLI12 is assoclated with a favourable outcome
in OS5,

CXCR7 is phylogenetically closely related to chemokine
receptors but fails to couple to G proteins and to induce typical
chemokine receptor-mediated cellular responses (Fredriksson et 4,
2003; Burns ef al, 2006; Thelen and Thelen, 2008). Unlike
classical chemokine receptors, CXCR7 signals through f-arresting
in response to ligand binding without detectable activation of
G proteins. f#-Arresting were Initially discovered as negative
regulators of G protein-mediated signalling by seven-transmem-
brane receptors (Lohse ef af, 1990), but it was subsequently
discovered that they were themselves capable of positively
regulating cell signalling Chemical compounds such as CCX771
and their precursors, originally developped by ChemoCentryx as «
CXCR7 inhibitors », have shown agonistic activity in terms of
CXCR7-dependent f-arrestin recruitment (Zabel ef al, 2009).
Consequently, we cannot exclude that the synthetic ligands of
CXCR7 impede the OS lung expansion through mechanisms other
than the chemokine scavenging one.

In summary, this study shows that CXCR7 has a critical role in
03 progression in the lungs, where are expressed CXCR7 ligands,
especially CXCL12. Moreover, we highlight that synthetic CXCR7
ligands can represent a powerful therapeutic tool to suppress or
prevent lung QS progression.
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ABSTRACT

Actin cytoskeleton plays a critical role in regulating T
cell motility and activation. However, the lack of a real-
time guantitative method to analyze actin assembly has
limited the progress toward understanding actin regu-
lation. Here, we describe a novel approach to probe
actin dynamics on living T cells using FRET combined
with flow cytometry. We have first generated a Jurkat T
cell line stably coexpressing EGFP and mOrange FPs
fused to actin. The real-time variation of actin monomer
assembly or disassembly into filaments was quantified
using a ratiometric flow cytometry method measuring
changes in the mOrange/EGFP emission ratio. The
method was validated on resting T cells by using chem-
ical compounds with known effects on actin filaments
and comparison with conventional microscopy imaging.
Our method also detected the rapid and transient actin
assembly in T cells stimulated by anti-CD3/CD28-
coated beads, demonstrating its robustness and high
sensitivity. Finally, we provide evidence that lentiviral-me-
diated transduction of shRNAs in engineered Jurkat cells
could be used as a strategy to identify regulators of actin
remaodeling. In conclusion, the flow cytometric FRET anal-
ysis of actin polymerization represents a new technical
advance to study the dynamics of actin regulation in in-
tact cells. J. Leukoc. Biol. 94: 000-000; 2013.

Abbreviations: EC o, =hall- maxdmal effective concentration,
EYFP=enhanced YFR, FP=fluorescent, protein, FRET=flucrescencs rego-
nance enerdy transfer, FRET-ACT =FRET-actin reporer cel ling, FRET-
CTRL=FRET-control reporter call ling, HSPOO =heat shock protein 80,
IS=imrmunolodical synapss, JASP=Jagpakindlide, LE= Latrunguin B,
MWFl=rmsan fluorescencs intensty, mTFP =monomeric Eal (cyan) fluores-
cent protein derived from Glavulara cFP484, PGK=phosphogvoerats Ki-
nase, RMNAI= BHA interferences, sh=small hairmin, WASP=Wiskott-Aldrich
gyndrome protein, WPRE=woodchuck hepatitis virus post-transcristionsl
regulatory eement

Introduction

Actin cytoskeleton dynamics critically regulate a variety of biologi-
cal processes, including T cell activation [1]. One central event of
T cell stimulation is the formation of cell-cell contacts between
lymphocytes and APCs, leading to the formation of an actinrich
structure at the T cell/APC contact zone, known as the IS [2, 3].
This event involves the engagement of the TCR and membrane
receptors, such as the costimulatory receptor CD283, that triggers
multiple intracellular signaling pathways [4, 5]. [n addition to
integrating these complex molecular pathways of T cell activa-
tion, actin reorganization controls additionzl intrinsic properties
of circulating T lymphocytes, including cell plasticity, polariza-
tion, adhesion, migration, and survival [6].

[n spite of the importance of actin remodeling for proper T
cell functions, there is a paucity of methods allowing the real-
time monitoring of actin dynamics in living lymphocytes. Phal-
loidin staining is a popular method to measure the total
amount of Factin. However, cells need to be fixed and perme-
abilized, prohibiting live cell analysis and realtime monitoring
of actin dynamics. In addition, phalloidin has been reported
to share its binding site with the actin-binding protein cofilin,
thus altering the pattern of actin filaments labeled by phalloi-
din [7]. FRET analysis has emerged as a convenient approach
to investigate the dynamics of protein-protein interactions in
living systems. Previous studies have reported the use of fluo-
rescent-actin variants combined with the FRET technicue to
analyze the equilibrium between Gactin and Factin in other
cellular systems [8, 9] and highly plastic cellular structures,
such as the neuronal synapse [10]. However, a major drawback
of these methods is that they are based on nonquantitative
time-lapse microscopy examination, which is time-consuming
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and lacks robust statistical analysis. [n addition, the interpreta-
tion of the results may present a high degree of subjectivity
[11]. Furthermore, investigations on nonadherent living cells
raise additional difficulties for timelapse microscopy measure-
ments because of random cell movements that make cell track-
ing technically challenging. Compared with conventional mi-
croscopy, flow cytometry analysis of living cells displays several
advantages, including being population-based and permitting
the fast recording of a large number of events. The majority of
FRET determinations carried out with flow cytometry was de-
veloped for cytometers equipped with 438 nm and 405 nm
lasers adapted to the popular pair of FPs—CFP and YFP [12-
13]. However, the photophysical properties of this fluorescent
tandem are not optimal for FRET experiments. First, CFP and
YFP hzve broad excitation and emission spectra with a small
stokes shift [16]. Second, quantum yleld of CFP is low, imply-
ing that a relatively high amount of excitation energy is
needed to generate FRET. Moreover, YFP can photoconvert
into CFP-like species [17]. Finally, other FPs have emerged
during the last several years [18], increasing the possibility to
develop FRET pairs of fluorescent markers best adapted for
quantitative flow cytometry analysis.

[n this study, we report the development of a novel method
of actin dynamics monitoring in live T cells based on FRET
detection by flow cytometry. Following the optimization of dif-
ferent FRET reporters formed by two FPs (donor and accep-
tor}, we generated a Jurkat T cell line stably expressing EGFP-
and mOrange-actin fusion proteins to assess the equilibrium
between G- and Factin in living cells. Qur method was vali-
dated on resting and stimulated T cells by using chemical ac-
tin cytokeleton modulators and lentiviral-mediated transduc-
tion of shRNAs targeting the regulator of actin polymerization,
WASP. The flow cytometric FRET analysis of actin assembly
thus represents 2 new technical advance to study the dynamics
of actin regulation in intact T cells.

MATERIALS AND METHODS

Cells, culture, antibodies, and reagents

The Jurkat T cell leukemic line and 293T human Kidney cells were from
American Type Culture Collection {Manassas, VA, USA}. Jurkat and 293T
cells were culmared ar 37°C in 5% CO, in RPMI, supplemented with 10%
FBS3 (HyClone, Soucth Logan, UT, U3SA) and DMEM, 10% FBS, respecavely.
Antibodies againsc Bacrin, EGFP, WASF, and HSPJ( were from Santa Craz
Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA}. Anti-mQranges was from Clontech
{Mountain View, GA, USA}. Chemicals and actin toxins were ohtained
from Sigma—A]drich {5r. Louis, MO, USA). For treacment with actin toxins,
Jurkat cells were grown in 4B-well plates at a density of 1 % 10° cells/ml
and incubated with JASP and LB at 500 nM for different tmes at 37°C.

Plasmid consiructions

Plasmid constructions, cloning, and DNA sequencing were carried our ac-
cording to standard prorocels. The plasmids encoding EYFP, mCherry, and
mQOrange were from Clontech. The plasmid encoding CFP H148D [19] was
a kind gift from Dr. Oliver Albaghi {INSERM U790, Instimt Gustave Roussy,
PR1, 39 Rue Camille Desmoulins, 94805 Villepuif, France}. For singlecolor ex
pression (EGFP, mOrangs, CFF H148D, T-Sapphire, or mTFP1}, the
pRRLSIN.cPPT.PGK-EGFF.WPRE vector {Plasmid #12252; Addgene, Cam-
bridge, MA, USA) was cransformed by replacing EGFP cDNA with a ¢cDNA
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encoding a different FP using SemHI and Byrgl digestion. The fusion FP
pairs CFP/EYFP, EGFP/mCherry, and EGFP/mQrange were also cloned by
adding at the C-terminal of the donor FP the appropriare accepror FP ineo
the Bsrgl site of the PRRL vectors transformed previously. For the fusion FP pairs
TSapphire/mOrange and mTFP1/mOrange, we modified the pRRLSIN.
¢PPT.PGK-EGFP-mOrange WPRE vector by replacing EGFP with T-3apphire
{provided by Dr. Oeilia Zapata-Hommer, Max-Planck-Institue fiir Neurobi-
ologie Am Klopferspitz 18a 82152 Martinsried, Germany} or with the
mTFFP1 {a gift from Dr Oliver Albagh) using the SamHI and Sogl cutting
sites. For EGFP fused o actin or mOrange fused o actin, actin cDNA was
amplified by PCR using the following primers: 5-GCCCGATAACCACTAC-
CTGT-3 and 5-ATAATAGTACACTAGAAGCATTTGCG-3". The amplified
cDNA was then cut with Segl inserted into the Begl sites of pRRLSIN.
¢PPT.PGK-EGEP.WPRE or pRRLSIN.cPPT.PGE-mOrange WPRE. The sh-
LacZ contral pENTR/H1/TO vector was described previously [20]. The
HlshlacZ casserte from the pENTR/H1/TO plasmid was cur using Safl
ant £coRY and inserted ingo the Xaol and £coRV sites of the pRRLSIN.
¢PPT.PGK-CFP.WPRE lentiviral vector. The WASP shRNA lentiviral expres
sicn vector pRRL-H1-shWASP-PGK-EGFP was a genercus gift of Dr. Anne
Galy (INSERM, UMR_3951, Généchon, Fvry, France) [21]. The cDINA en-
coding EGFP in the original vector was replaced by CFP H148D ¢cDNA us-
ing BgmHI and Bswgl restriction sites.

Lentivirus production

Lentiviral particles wers produced as described previously [22]. Briefly,
293T cells were transiently transfected using Lipofectamine 2000 {Invitro-
gen, Carlsbad, CA, 1USA} with pMD2 G {Plasmid #12859; Addgene) and
PCMVRE.74 (Flasmid #22026; Addgene) and a selected pRRL vector from
those described above. Supernatans were collected 72 h afrer the rransfee-
tion, centrifugated for 5 min at 3000 rpm, and filtered. Lentivirus stocks
containing ~10% infectious particles/ml were aliquoted and stored frozen
ar —30°C.

Generation of FRET reporter and stable shRNA cell
lines

To generate the FRET reporter cell lines, 1 % 107 Jurkae cells were in-
fecred with 1 ml lentiviral particles encoding EGFP-actin for 12 h, washed,
and culmired for 48 h. Cells were then waghed twice and cloned by FAGS
with a BD) FACSAria 1l cell sorter {(BD Biosciences, San Jose, CA, USA).
After 3 weeks, the EGFP-actin-expressing Jurkat cells were infected with
mOrange-actin or fres mOrangs lentiviral particles. Cells expressing a simi-
lar and high amount of mOrange were then cloned by cell sorting to gen-
erate the FRET-ACT and the FRET-CTRL. 3table shRNA Jurkac cells were
ohrained following infection with lendviral particles encoding shRNA se-
quences targeting LacZ and WASP mRNAs. Cells were washed, culured for
4% h, and sorted on a BDY FACSAria 1l cell sorter.

Cell lysis and immunoblotting

Cells were lysed in ice-cold lysis buffer: 1% Trigon X-100 in 150 mM NaCl,
50 mM Tris-HCI, pH 7.5, (.1% 3D3, 0.1% sodium deoxycholate supple-
mented with protease and phosphatase inhibitors (Roche Diagnostics, Indi-
anapolis, IN, USA} for 30 min on ice. Whole cell lysares were subjecred to
SDS-PAGE and immunoblotr analyses as described before [20].

Measurement of F-actin/G-actin ratio

Cells were washed in ice-cold PBS prior to Iisis wich 500 al F-actin stabiliza-
tion buffer {100 mM PIPES, pH 6.9, 80% glycerol, 5% DMS0, 1 miM
Mg3Q,, 1 mM EGTA, 1% Triton X-100, 1 mM ATP, and protease inhibi-
torsh on ice for 10 min. Supernatants containing G-actin were recovered
after centrifugation at 16,000 g for 75 min at 4°C. Pellets containing F-actin
were resuspended in 500wl Factin depolymerization buffer {100 mM
PIFES, pH 69, 1 mM Mg50,, 10 mM CaCl,, and 5 M cyochalasin D) on
ice for 1 h. Egual volumes of supernatant {G-actin} and pellet (F-actin)
were subjected ro immunoblor analysis using antibodies againse acein,
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EGEF, or mQOrange. The ratios of Factin to Gactin were determined for
endogenous actin, EGFF-actin, and mQOrange-actin using densicometry and
Image] sofware.

CD3/CD28-mediated Jurkat activation

FRET-CTRL and FRET-ACT Jurkat cells were activated with ant-CD3/
CDE%coupled beads (Dynabeads human T-activater CDI/CDEE; Life Tech-
nologies, Carlsbad, CA, USA}. Gells {1X10#) were culmured with beads
{1X10°) in 200 . RPMI 1640 with 10% FBS in a roundbottom microplate
for differenc times a¢ 4°C or 37°C. The beads were then labeled with Alexa
Fhior 647-conjugated and-lgGl andbody during 15 min at 4°C or 37°C.
Cell/bead conjugates were analyed by flow cytometry by gating on Alexa
Fhluor 547 fluorescence. FRET ratio was then determined on FRET-CTRL
and FRET-ACT cells in conjugates formed at 4°C or 37°C. The efficacy of
cell/bead conjugarion was alse verified by confoeal microscopy.

Phalloidin staining

Jurkat cells were fixed with 3.7% formaldehyde in PBS and permeabilized
with (L05% saponin in PBS, 1% BSA, for 20 min at room emperamre.
Cells were washed, and F-actin was labeled with 100 ng/m] Alexa Fluor 647
phalloidin {Life Technologies) for 30 min at 22°C. Following three washes
in 1% BSA in ice<old PBS, polymerized actin was measured by flow cyrom-
etry or confocal microscopy.

FRET measurement

To measure FRET for EGFP-mCherry and EGFPmOrange tandems, cells
were excited with the 488-nm laser, and donor flusrescence was collected
in the EGFP channel! with a 530/30-nm flter, whereas the FRF.T—sigrla] was
measured with a 585/42-nm filter for mOrange and 610/15-nm flter for
mGCherry. To measure mOrange, cells were excited at 560 nm, whersas
emission was taken with a 585/42-nm flter. For experiments with CFP
HI14BD-FEYFP and T-Sapphire-mCrange FP pairs, a 405nm excitation wave-
length was used. CFF H148D and T-3apphire fluorescence emissions were
detecred through 460/20- and 510/60-nm bandpass Alters, respectively,
whereas FRET signals were measured with a 530/30-nm filter for the GFF
H148D-EYFP couple and a 585/82-nm for the T-Sapphire/mQOrange pair.
These measurements were performed using a Fortessa flow cytometer (BD
Bicsciences) equipped with four lasers (405, 488, 583, and 560 nm). The
mTFPl-mOrange FRET pair was analyzed using a FACSVantage SE flow
cytometer equipped with a 457-nm wavelength excitation laser. mTFPI flu-
orescence emission was then collected with a 510/50nm bandpass Alter
and FRET signal with a 582/42-nm filter.

FRET measurements cn treated or untreated FRET-CTRL and FRET-
ACT cells were performed using Fortessa or FACSCanto 1l flow cytometers
by using a 488-nm donor-excitatien wavelength. FRET wariations were cal-
culated by determining the ratic between the flucrescence intensity emit-
ted at 585,/42 nm that corresponds to mOrange emission as a result of
FRET and the fluorsscence intensity emitted ac 530,30 nm corresponding
to EGFP. For gach sample, we evaluated a minimum of 500 cells chac fell
within the adjusted morphology gace.

Confocal microscopy analysis

Confocal laserscanning microscopy analyses were performed on living
FRET-ACT cells cultivated in chamber slides (Lab-Tek, Hatheld, PA, USA).
Observations were performed with a laser-scanning confocal microscops
{LSM7E0; Carl Zeiss, Thornwood, NY, USA}, equipped with an AxioObserver in-
verted microscope, using a Flan-Apochromat 63/1.4 NA oiHimmersion
objective. The EGFP, mOrange, and FRET emissions were imaged by a A
acquisition {32 images} on a spectral window with the mulichanne] detec-
tor from 500 (o 670 nm, with a 438-nm argon laser excitation. Mean inten-
sity of FRET (image ac 590 nm) versus EGFP emission {imags at 510 nm)
was extracted from the A series on regions of interest drawn on the cells.
Data were represented as a FRET ratio determinaticn. In some experi-
ments, FRET-ACT cells were cultured on fibroneectin-coated chamber slides
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before phalloidin staining, as described abowve, and microscopy analysis of
F-actin, EGFP-actin, and mOrange-actin distribution.

Statistical analysis

Unless otherwise stated, experiments were repeated ac least three times,
and representative daca are shown. Data are expressed as the mean = 5o,
Srudent's trests were performed o determine statistical significance. A P
vahie of (.05 was considered significant.

RESULTS AND DISCUSSION

Optimization of FRET analysis by flow cytometry
To establish an assay to measure FRET signals by FACS, we first
determined the most efficient pair of FPs in the flow cytometry
analysis. The combination of ECFP and EYFP is one of the most
popular currently used in FRET analysis. However, this pair of FP
Is not optimal because of the low quantum yield of ECFP and the
spectral overlzp between donor and zcceptor (66%; Supplemen-
tal Table 1}. We thus constructed and tested five different pairs
of FP for flow cytometric energy transfer measurements, accord-
ing to the spectral overlap between donor and acceptor FP, their
quantum yield, their stability, and the percentage of donor absor-
bance laser (Supplemental Table 1). Fluorescent properties also
had to be adapted for lasers found in commeonly available flow
cytometers. With the use of three donor proteins with the excita-
tion wavelengths CFP H148D and T-Sapphire (405 nm}, mTFP1
(457 nm}, and EGFP {483 nm) and two acceptor proteins with
the excitation wavelengths EYFP (433 nm)} and mCherry and
mChrange (560 nm), we designed five chimeras with the same
polypeptide linker between donor and acceptor (Supplemental
Fig. 1A). With the use of lentiviral gene transduction, each pair
of FP was stably expressed in Jurkat cells. FRET analysis by FACS
was then performed using a standard method, based on the mea-
surement of the acceptor fluorescence under the donor-excita-
tion source (Supplemental Fig. 1B). For each FP used, we ap-
plied a set of filters detiled in Supplemental Fig. 1A. We then
determined the most effident FRET pair by comparing the MFI
on the donor-excitation laser line and found that the EGFP-
mOrange fusion was the best pair of FPs in the production of
FRET signals (Fig. LA}. As a control, we show that when ex-
pressed separately in Jurkat cells, donor and acceptor did not
produce FRET signals compared with the FP fusion (Fig. 1B)
and that each FP fusion was expressed at a similar protein level,
as indicated by immunoblot analysis (Supplemental Fig. 1C). n
addition to an optimally excitated donor protein,
mChange shows a higher quantum yicld and spectral overlap
with EGFP than mCherry, thus explaining the performance of
the EGFP-mOrange fusion in terms of FRET emission (Fig. 1A}
We next compared FRET signals obtained with the EGFP-
mOrange pair by flow cytometry wsing two different methods:
the conventional FRET analysis consisting of the measure of
acceptor intensity under the donorexcitation wavelength and
a ratiometric analysis, in which the ratio of acceptor and do-
nor signals is determined under the donorexcitation wave-
length (FRET ratio; Fig. 1C}. Unlike the conventional method,
the ratiometric method takes into zccount the modification of
the fluorescence properties of both donor and acceptor FPs,
such as donor-quenching or acceptor fluorescence emission.
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Figure 1. Optimization of flow cyto-
metric FRET analysis. (A) Represen-
1ative FACS hisiograms showing the
imensity of the FRET signal in cells
transduced with the indicated pair of
fused, donor-acceptor FP's compared
with the mock signal. Bar histograms
show relative MFT of FRET for each
kind of fused FPs. Data represent the
mean * 50 of three different experi-
ments. {B) Jurkat cells were trans-
duced with separated donor {(EGFF)
and acceptor {mOrange) FPs or with
fused donoraccepior FPs, and the
FRET signal was analyzed by flow oy
tometry. A representative determina-
tion out of three independent experi-
ments i5 showr. () Comparison of
wo different flow cytometry methods
1o measure FRET of the EGFP-mOr~-
ange FP pair. Two morphological
gates (Gl and G2) were drawn to ana-
Tyze Jurkat cells expressing the EGFP-
mOrange FF pair {(efi). FRET signals
were then measured in Gl and G2 by
the conveniiona method consisting of
the measure of acceptor intensity un-
der the donor excitation wavelength
[excitatdon {exc) 488 nm/emission
{em) 535 nm; middle] or a ratiomer-
rig; analysis, in which a ratio hemween
FRET signals {exciiation 488 nm, emis-
sion 585 nm) and EGFF signals (exc-
tation 488 nm/emission 510 nm} is
determined {right}. Data are represen-
tative of three determinations. 3SC,
Sidescatter; FSG, forwardscatter.

FRET MFI {x1,000})

[n addition, the ratiometric method is likely to decrease non-
FRET fluorescence variations that follow changes in culture
conditions (e.g., pH changes, reagent addition} or autofluores
cence induced by cellsize modifications. Indeed, cell-size in-
crease (Gate G1 vs. G2) resulted in increased, nonspecific
FRET signals when measured with the conventional method
(22,229 vs. 15,352} but not with the ratiometric method
(152,309 vs. 152, 2423, which tzkes into account the modifica-
fion of both donor and acceptor FPs (Fig. 1C). Another advan-
tage of the ratiometric analysis is the use of a linear fluores-
cence scale that allows the representation of FRET variations
as a percentage of variation from basal FRET. The EGFP and
mOrange pair of FPs, combined with a ratiometric method of
FRET analysis by flow cytometry, was hence chosen for subse-
quent analyses.

Generation of a reporter cell line for the analysis of
FRET-actin sensors by flow cytometry

First, EGFP and mOrange fluorescent chimeras of actin pro-
teins were engincered. As the distance between actin mono-
mers in Factin is 35 A, the alignment of donor and acceptor
fluorescent-actin variants in filaments allows the generation of
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FRET signals resulting from actin dynamics in living cells, as
shown in the schematic view of our method’s princple (Fig. 2A}.
With the use of a combination of sequential lentiviral trans-
duction and single-cell sorting (Supplemental Fig. 2}, we gen-
erated two Jurkat cell lines: 2 FRET-negative control cell line
stably expressing EGFP-actin and free mOrange (FRET-CTRL
cell line) and a FRET-positive experimental cell line stably ex-
pressing EGFP-actin and mOrange-actin (FRET-ACT cell line}.
One limitation of our method may arise from the inclusion of
endogenous actin monomers into actin filaments, 2 phenorme-
non that may decrease the alignment of FRET-generating do-
nor and acceptor fluorescent-actin monomers. However, densi-
tometry analysis of an antiactin immunoblot showed that actin
FPs represented 51% of the total amount of actin in FRET-
ACT cells, reducing the impact of this aspect on FRET dynam-
ics. Also, the relative expression of actin FPs was found similar,
as shown by immunoblot analysis using anti-EGFP and anti-
mOrange antibodies (Fig. 2B}. We next controlled that the
actin FPs are properly incorporated into actin cytoskeleton of

Jurkat cells. A biochemical sedimentation method separating

Factin from Gactin showed that EGFP-actin, mOrange-actin,
and endogenous actin were distributed equally into F-actin
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Figure 2. Development of FRET-CTEL and FRET-ACT Jurkat cells. (A} Prindple of the method. FRET-ACT cells express EGFP-actin and mOrange-
actin FPs. FRET-CTRL cells express the EGFP-actin FF and free mOrange. In FRET-ACT cells, but not in FRET-CTRL, when EGFF-actin and
mOQrange-actin locate close 1o each other in polymerized actin, FRET signals are emited. {BY The amount of actin fusion proteins in FRET-ACT
cells was compared with endogenous actin levels by immunobloting with amibodies against actin, EGFP, and mOrange. Histograms show the rela-
tive expression of each form of actin as determined by densitometry. Data are representative of three experiments. {G) Anzalysis of the distibution
of endogenous actin, EGFPactin, and mOrange-actin in filamentous (F) versus globular {G) actin pools. Fractions containing F- and G-actin were
isolated from Jurkat or FRET-ACT cells, as described in Materals and Methods and analyzed by anti-actin immunoblotting. Histograms represent
the ratio of F/G-actin in each condition. Data, representative of two experiments, were determined by band densitometry using Tmage] sofiware.
(D} Colocalization of EGFF-actin, mOrange-actin, and endogenous F-aciin in FRET-ACT cells. Cells were grown on fibronectin-coated chamber
slides for 24 h at 37°C before staining with Alexa Fluor 647 phalloidin and confocal microscopy analysis of EGFP-actin, mOrange-actin, and endog-
enous F-actin distribution. Micrographs are representative of two experiments. Original scale bar = 5 pm. (E) Ratiometric analysis of FRET signals
generated by FRET-GTRL and FRET-ACT cell lines. Gells were analyzed by flow cytometry using the ratiometric method described above. Lefi his-
tograms represent the MFI of mOrange and EGFF signals in FRET-ACT and FRET-CGTRL cells. {Right} Representative FAGS histogram of FRET
signals in FRET-AGT and FRET-CTRL cells and the mean £ so of five different determinations.

(Fig. 2C). Confocal microscopy next confirmed that EGFP- tistical analysis of these effects after 30 min of treatment
actin and mQOrange-actin fluorescence signals overlapped phal- showed that JASP and LB induced a 30% 2% increase and 8 +
loidin staining in adherent FRET-ACT cells (Fig. 2D). FRET 3% decrease of the FRET ratio, respectively (Fig. 3B). In con-
signals were then analyzed by flow cytometry using the ratio- trast, no significant effect of these compounds was observed
metric method described above. As shown in Fig. 2E, FRET- when applied to FRET-CTRL cells. The effect of JASP on
ACT cells emitted stronger FRET signals than FRET-CTRL FRET signal was in agreement with previous studies showing
cells (44% increase in FRET-ACT cells compared with FRET- that JASP stabilizes actin filaments and enhances the rate of
CTRL cells}. As controls, levels of mOrange-actin and free actinfilament nucleation [23, 24]. Conversely, the effect of LB
mOrange expression were found identical in cach cell line, as can be attributed to its capacity to complex with actin mono-
shown by FACS measurement under 360 nm excitation. The mers, thereby inhibiting actin polymerization [25]. The sepa-
slight decrease of EGFP donor fluorescence observed in FRET- rated determination of FRET signal variations and EGFP inten-
ACT cells is likely a result of donor quenching induced by the sities are shown in Supplemental Fig. 3. Flow cytometric analy-
low basal FRET signal emitted by FRET-ACT cells, a process sis of cells stained with Alexa Fluor 647 phalloidin indicated
that is expected in living cells with spontaneous actin cytoskel- that the reduction in FRET signals that followed LB treatment
eton plasticity. correlated with a decrease in phalloidin staining (Supplemen-
tal Fig. 4}. Further analyses showed that the variation of FRET-
Pharmacological validation of FRET-actin analysis by actin signals induced by JASP and LB on FRET-ACT cells
flow cytometry changed as a function of the drug concentration (Fig. 5C}.
To examine whether our method accurately reflects actin dy- The ECy, for JASP and LB, calculated using the FRET-actin
namics in living cells, we tested the effect of the actin-depo- method (30 nM and 139 nM, respectively), was consistent with
lymerizing drug LB and the stabilizing agent JASP. FRET- published EC,, for these two drugs [23, 25], demonstrating
CTRL and FRET-ACT cells were treated for different times at the sensitivity of our method. However, LB seems to have a
37°C, and FRET ratio variations were monitored in real time relatively smaller effect on FRET signals compared with phal-
by FACS. As shown in Fig. 3A, JASP rapidly increased FRET loidin staining. At the molecular level, it is possible that upon
signals, whereas L.B resulted in a decrease of FRET signals. Sta- LB, z basal level of FRET signals persists as 2 result of discrete
e JERENCOrG Volume 84, September 2013 Jouwrnal of Leukocyte Biology 5
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Time (min) FRET ratio FRET signals were recorded by FACS for 30 min following the addition of JASP (500
(MFI x 1,0007 nM) and LB (500 nM} to FRET-ACT cells. (Right) Representative FACS histograms

of FRET signals obizined following 30 min of treatment with JASP, LB, and DMSQ as a conirol vehicle. (B) Siatistical analysis of
the variations of the FRET ratio induced by JASF and LB treatment. FRET-CTRL and FRET-AGT cells were untreated or wreated
with DMSO, JASF (500 nM}, and LB {500 nM) for 30 min at 37°C, and FRET signals were recorded by FAGS. Data are expressed as
the percentage of the actin-FRET ratic MFI between untreated {DMS3() and treated cells. The mean + st of 5ix determinations is
shown (¥#£020.001). (C) Dose determination of JASF and LB treatment on actin-FRET signals. Gells were incubated with different
concentrations of each drug for 30 min ar 37°C. FRET signals were then collected and expressed as described above. The EGg, for
each drug was calculated using GraphPad sofiware. Data are representative of two independent experiments.

actin nucleation sites refractory to phalloidin labeling, in
which actin monomers complexed with sequestering proteins
could induce FRET signals [26, 27]. These observations there-
fore establish a minimum threshold of actin dynamic detection
by FRET in live cells.

To validate further our FACS-based FRET assay, we per-
formed a confocal laserscanning microscopy analysis on liv-
ing FRET-ACT cells cultured in chamber slides. To compare
with flow cytometric FRET determinations, data were repre-
sented as a FRET ratio calculated for 30 cells (Fig. 4A).
JASP treatment led to the appearance of large masses of po-
lymerized actin at the cortical region of FRET-ACT cells
(Fig. 4B, upper}, associated with a dramatic increase of
FRET-actin signals (Fig. 4B, lower}. On the contrary, expo-
sure to LB, which resulted in the diminution of cortical ac-
tin that was replaced by a more diffuse fluorescence, in-
duced the reduction of FRET signals (Fig. 4B, lower). Con-
focal microscopy and flow cytometric analyses of FRET-actin
variations induced by JASP and LB treatment generated sim-
ilar results. The increase of the FRET ratio induced by JASP
was determined to be 27% by microscopy and 28% by flow
cytometry, whereas the decrease of the FRET ratio, resulting
from LB treatment, was determined to be 11% by micros-
copy and 7% by flow cytometry (Fig. 4C). Thus, owr tech-
nique of FRET analysis by flow cytometry appears as sensi-
tive as microscopy.
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Flow cytometric FRET analysis of actin dynamics
induced by CD3/CD28 stimulation

A dynamic reorganization of the actin cytoskeleton in response
to TCR and the engagement of costimulatory receptors are
required for IS formation and subsequent optimal T cell act-
vation [2, 3]. To examine the effect of T cell activation on
FRET-actin signals, FRET-CTRL and FRET-ACT cells were in-
cubated with ant-CD3/CD28-coated polymer beads at 4°C or
57°C. After 45 min of incubation, beads were labeled with anti-
IgG1, coupled with Alexa Fluor 647, and the mrixture of cells
and beads was analyzed by confocal microscopy and flow cy-
tometry. Unlike cells incubated at 4°C, cells incubated at 37°C
with anti-CD3/CD28 beads showed a clear enrichment of
EGFP-actin at the Jurkat T cell-bead contact zone that is typi-
cal of an activated and polarized T cell (Fig. A, white arrows).
A flow cytometric recording of FRET signals was performed on
the populzations P1 and P2, corresponding to the cell popula-
tion free of beads and to the cell population attached to
beads, respectively (Fig. 5B, left). We found that temperature
had no significant effect on FRET signals emitted by the P1
population from FRET-CTRL or FRET-ACT cells. When the P2
population was examined, we observed a strong increase of
FRET signals at 37°C on FRET-ACT cells but not on FRET-
CTRL cells (Fig. 3B, right). The increase of FRET signals at
37°C in bead-conjugated FRET-ACT cells (P2} was time-depen-
dent (Fig. 5C). Finally, the variation of FRET signals between
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and LB (500 nM) for 30 min at 37°C. The varjation of the actin-FRET ratio is expressed as the percentage of signals between untreated and treated cells. The
mean * 5o of three determinarions is shown.

uncorjugated and conjugated FRET-ACT cells incubated for 45 growing new actin filaments, thereby generating FRET signals.
min at 37°C was quantified to a 22% increase (Fig. 3D). These Thus, our method allows the detection of the rapid and transient
experiments indicate that CD3/CD28-mediated T cell activation actin remodeling induced following T cell stimulation, providing
leads to the recruitment of fluorescentactin fusion proteins to another demonstration of its robustness and high sensitivity.
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Effect of WASP knocknown on actin dynamics
measured by flow cytometric FRET

We next examined whether our method can be adapted to the
detection of actinremodeling events induced by RNAi-medi-
ated suppression of actin cytoskeleton regulators. WASP is in-
volved in actin-filament formation through its interaction with
the cytoskeletal-organizing complex actinrelated protein 2/5
[28]. WASP deficiency has been linked to immune and hema-
topoietic cell dysfunction, resulting from cytoskeletal abnor-
malities [29]. WASP has also been implicated in T cell devel-
opment, activation, and migration [6, 30, 31]. Here, we used
lentiviral-mediated delivery of shRNA to stably knock down
WASP expression in FRET-ACT Jurkat cells (Fig. 6A}). Control
phalloidin stainings performed on shLacZ and shWASP FRET-
ACT cells showed that WASP knockdown decreased actin po-
lymerization induced by TCR stimulation (Fig. 6B}. With the
use of the same approach described above to activate FRET-
ACT cells, we analyzed actinFRET signals on resting (P1} and
activated (P2} populations of cells, transduced (CFP+) or not
(CFP—) by the lentiviral shRNA constructs (Fig. 6C, upper).
Flow cytometry analysis indicated that WASP knockdown had
no significant effect on FRET signals emitted by resting cells
(Fig. 6C, lower). When shLacZ FRET-ACT cells (CFP+ popula-
tion} were activated with ant-CD5%/CD2% beads for 1 h at
37°C, we found that conjugated Jurkat T cells (P2} displayed 2
clear increase in actin-FRET signals compared with unconju-
gated cells (P1}. [n contrast, increased FRET signals induced
by anti-CD3/CD28 beads were reduced in WASP-deficient
FRET-ACT cells (CFP+ P2 population}. Statistical analysis
showed that the FRET ratio MF[ in activated shl.acZ and sh-
Wasp cells was 182.6 = 2% and 141.3 £ 2%, respectively (Fig.
6D}, Our data thus indicate that de novo formation of actin
filaments induced by T cell activation generated FRET signals
that required WASP expression. The partial effect of WASP
knockdown on activation-dependent variation of FRET ratio
was consistent with the existence of other T cell-actin regula-
tors [3, 6].

[n conclusion, we describe here a novel method of flow cy-
tometric detection of FRET signals designed as a sensor of live
remodeling of actin cytoskeleton in T cells. This technique,
which appears complementary to conventional approaches,
such as fluorescence microscopy, is adapted to pharmacologi-
cal and genetic screenings of regulators of spontaneous and
activationdinduced actin polymerization. The possibility to “au-
tomaticize” the entire process makes it attractive for high-
throughput screening strategies aimed at identifying small
molecule inhibitors of actin cytoskeleton. This aspect is impor-
tant to develop new therapeutic agents targeting actin cytoskel-
eton in 2 wide range of pathologies, including immunological
and allergic diseases and cancer. Furthermore, the association
of our method with the RNAI approach represents an alterna-
tive tool to identify and study new proteins regulating actin
dynamics. Finally, the development of novel FPs [52] will cer-
tainly increase the future applications of this technique. More
generally, our method may prove useful for the study of other
protein-protein interactions involved in critical cellular pro-
CEsses.
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Figure 6. WASP knocknown in FRET-ACT cells deoreases actin-FRET
signals. (A) FRET-ACT Jurkat cells were transduced with lentiviral con-
sirucis encoding the FP CFF and shRNAs 1argeting LacZ and WASF
mRNAs (shLacZ and shWASP). CFP+ cells were lysed and analyzed by
immunoblotiing with antibodies against WASF or HSF90 as a protein-
loading control. {B) Flow cytometric analysis of phalloidin staining on
shlLacZ and shWASF FRET-ACT cells. Gells were treated or not with
ant-CD3/CDE8 antibodies for 5 min at 37°C and labeled with Alexa
Fluor 847 phalloidin. A represeniative histogram of fluorescent phal-
loidin MFT is shown. Daia are represemative of three experimenis.

{C) Flow cytometric analysis of actin-FRET signals collected on FRET-
ACT cells transduced with shLacZ and shWASP Jentiviral particles and
activated with anti-CD3,/ CD#8coated beads, as described in Fig 5. Actin-
FRET signals were determined in unconjugated cells (Pl gate, resiing
cells) and in conjugated cells (P2 gaie, activated cells) on the CFF—
or CFF+ population. Representative histograms of the actin-FRET MFI
recording are shown. (D) $tatistical analysis of the variations of the
actin-FRET ratic in activated shWASF cells. Actin-FRET signals were
recorded in resting and activated UFP+ shLacZ and GFP+ shWASP
and expressed as FRET ratio MFI. Data represent the mean + 5o of
four delerminations (*%P<10.005).
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