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Implication de CXCR3 dans la progression tumorale: une 
nouvelle cible thérapeutique 

 

Résumé :  
 
 CXCR3 appartient à la famille des récepteurs couplés aux protéines G. Avec 
ses ligands, les chimiokines CXC, CXCR3 régule diverses fonctions biologiques et 
participe à de nombreux processus comme l’angiogenèse, l’inflammation et le 
cancer. La complexité de CXCR3 provient de son épissage alternatif qui conduit à 
des isoformes distinctes. CXCR3-A est reconnu pour promouvoir la prolifération, la 
survie et la migration cellulaire tandis que CXCR3-B induit des signaux inhibiteurs de 
la croissance cellulaire.  

 Le modèle cellulaire U87, dérivé d’un glioblastome humain, a été utilisé afin 
d’étudier les mécanismes moléculaires régulant l'activité et le trafic des isoformes de 
CXCR3 dans les cellules tumorales. CXCR3 est le récepteur fonctionnel de l’activité 
angiostatique de CXCL4 et son variant CXCL4L1. En fonction de leur état 
d'oligomérisation, ces deux chimiokines ont des interactions préférentielles avec les 
isoformes de CXCR3. L’activation de CXCR3-A conduit à un important changement 
conformationnel et induit des voies de signalisation pro-migratoires. L’étude du trafic 
souligne l’importance de la clathrine et du réseau Trans-Golgi dans l’internalisation et 
le recyclage de CXCR3-A. Pour la première fois, LRP-1 a été identifié comme 
nouveau partenaire de CXCR3-A. LRP1 n’est pas seulement reconnu comme un 
récepteur de l’endocytose mais également comme une protéine de la signalisation. 
LRP1 interagit avec CXCR3-A au niveau extracellulaire et régule sa conformation, 
son trafic et son activité pro-tumorale. 

 L'utilisation de modèles cellulaires d'adénocarcinome pancréatique a permis 
de caractériser CXCL4L1 comme facteur pro-tumoral, via l’activation de CXCR3-A 
dans les cellules tumorales. CXCL4L1 apparait pour la première fois comme un 
biomarqueur important dans la progression du cancer pancréatique.   

 Dans les différents modèles, les signalisations chimiokines CXC/CXCR3-A 
induisent une augmentation des propriétés invasives tumorales. Au niveau 
moléculaire, l’association de CXCR3 à diverses protéines (ligands et partenaires) est 
essentielle pour réguler les fonctions biologiques de la cellule tumorale. 

  Les nanoparticules sont désormais connues comme une nouvelle génération 
d'anticorps thérapeutiques présentant de nombreux avantages par rapport aux 
anticorps conventionnels. Ainsi, le développement de nanoparticules associées à 
des inhibiteurs de CXCR3 apparaît comme une nouvelle stratégie thérapeutique anti-
tumorale prometteuse. 

 
Mots clés: CXCR3, LRP1, CXCL4L1, Chimiokine, Glioblastome, PDAC, nanoparticule 

Laboratoire de l'Angiogenèse et du Microenvironnement des Cancers 
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Implication of CXCR3 in tumor progression: 
 a new therapeutical target 

 

Abstract: 

 
 CXCR3 belongs to the G-protein-coupled receptors family. With its ligands, the 
CXC chemokines, CXCR3 regulates several biological functions and plays important 
roles in angiogenesis, inflammation and cancer. The interaction with CXCR3 is rather 
complex due to the presence of distinct spliced isoforms. CXCR3-A is known to 
promote cell proliferation, survival, and migration while CXCR3-B leads to cell growth 
inhibition. 

 The human glioblastoma cell model, U87, was used to study the molecular 
mechanisms regulating the activity and trafficking of CXCR3 isoforms in tumor cells. 
CXCR3 has been reported as the functional receptor for the angiostatic activity of 
CXCL4 and its variant CXCL4L1. Depending on their oligomerization status, these 
two chemokines present preferential interaction with CXCR3 isoforms. Activation of 
CXCR3-A leads to an important conformational change and induces pro-migratory 
signaling pathways. Studies on the vesicular trafficking highlight the importance of 
the clathrin and the Trans-Golgi network for both internalization and recycling of 
CXCR3-A. For the first time, LRP-1 is identified as a new partner of CXCR3-A. LRP1 
is not only recognized as an endocytic receptor but also as a signaling protein. LRP1 
interacts with CXCR3-A via its extracellular α subunit and regulates CXCR3-A 
conformation, trafficking and pro-tumoral activity. 

 Pancreatic ductal adenocarcinoma cell models were used to characterize 
CXCL4L1 as a pro-tumoral factor that activates CXCR3-A in tumor cells. For the first 
time, CXCL4L1 appears as an important biomarker for pancreatic cancer 
progression. 

 In the different cell models, signaling pathways of CXC chemokine/CXCR3-A 
lead to an increase in tumor invasive properties. At the molecular level, the 
association of CXCR3 with various proteins (ligands and partners) is essential to 
regulate tumor cell biological functions. 

 The nanoparticles are now known as a new generation of therapeutic 
antibodies with many advantages over conventional antibodies. Thus, the 
development of nanoparticles associated to CXCR3 inhibitors appears as a new 
promising pharmacological targeted strategy to treat cancer. 

 

 
Keywords: CXCR3, LRP1, CXCL4L1, Chemokine, Glioblastoma, PDAC, nanobodies 

Angiogenesis and Cancer Microenvironment Laboratory 
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I. Les cancers primitifs du cerveau : les gliomes 
 

Les gliomes, ou tumeurs gliales, sont des tumeurs du système nerveux central 

qui représentent environ 70% des tumeurs primitives du cerveau. Ils dérivent de 

cellules dites gliales comme les astrocytes, les oligodendrocytes, les cellules 

microgliales ou les cellules épendymocytes. Le cerveau humain possède 

en moyenne 10 fois plus de cellules gliales que de neurones, qui peuvent 

représenter jusqu'à 90% des cellules du système nerveux central. Les gliomes 

proviennent le plus fréquemment d’astrocytes ou d’oligodendrocytes ayant acquis 

des propriétés tumorales, on parle alors d’astrocytome, d’oligodendrocytome ou 

d’une tumeur mixte de type oligoastrocytome. 

 

A. Histologie et classification des gliomes 
 

1. Classification de l’OMS 
La première classification officielle de l’OMS fut publiée en 1979 (Zülch, 1979) 

et se base principalement sur le type histologique des tumeurs. La première 

adaptation de cette classification a été réalisée en 1993 (Kleihues et al., 1993) et 

incorpore les avancées de l’immunohistochimie dans le diagnostique pathologique 

des tumeurs cérébrales. Sept ans plus tard, la classification de 2000 (Kleihues and 

Sobin, 2000) inclue les notions de profils et d’altérations génétiques. Cette version 

fait aussi notion pour la première fois des signes cliniques, des donnés relatives à 

l’imagerie et des premiers marqueurs pronostiques associés aux gliomes (co-

délétions chromosomique 1p19q, méthylations MGMT etc…). En 2007 l’OMS 

propose la quatrième version de classification des tumeurs du système nerveux 

central, qui deviendra l’une des références internationales (Louis et al., 2007). Cette 

classification discrimine les tumeurs gliales en fonction du type cellulaire d’origine. 

On y retrouve donc par exemple les tumeurs avec un phénotype astrocytaire, et des 

tumeurs possédant un phénotype oligodendrocytaire. Une stadification est aussi 

établie pour la première fois entre les différentes classes de gliome. On y retrouve les 

4 grades des tumeurs gliales que nous connaissons aujourd’hui (Table 1). 
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- Grade I : Tumeur bénigne avec faible potentiel prolifératif. Possibilité de 

rétablissement après intervention et résection chirurgicales. 

- Grade II : Tumeur infiltrative avec faible activité proliférative. Certaines 

tumeurs peuvent progresser vers des stades plus malins (Grade III / IV) 

- Grade III : Tumeur maligne présentant des cellules anaplasiques. 

Activité mitotique modérée. 

- Grade IV : Tumeur maligne avec activité mitotique élevée. Présente des 

zones de tissus nécrosés et entourés de cellules hautement 

anaplasiques. 

 

Table 1: Classification et stadification des gliomes (OMS, 2007) 
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 La classification de l’OMS, permet de définir la classe histologique et le grade 

de la tumeur en groupant les tumeurs à phénotype astrocytaires ou 

oligodendrocytaires. Ceci se fait sans prendre en compte l’aspect biologique de 

chaque tumeur, pouvant être différent pour differentes tumeurs de type astrocytaire 

par exemple. 

 

2. Classification de l’hôpital Sainte-Anne 
L’hôpital Sainte-Anne, en association avec la clinique Mayo (Etats-Unis) 

propose, en 1997, une autre méthode de classification des tumeurs gliales (Daumas-

Duport et al., 1997a, 1997b). Celle-ci, contrairement à la classification de l’OMS, se 

base principalement sur l’intégration des données cliniques, histologiques, ainsi que 

sur l’imagerie à résonance magnétique (IRM). Cette méthode permet de pallier au 

problème de la représentativité des prélèvements effectués dans une tumeur très 

hétérogène, contrairement aux méthodes de classification de l‘OMS. La classification 

se base principalement sur l’évaluation de certains critères de l’angiogenèse 

tumorale : l’hyperplasie des cellules endothéliales et la prise de contraste en IRM 

après injection de gadolinium (agent de contraste). On distingue ainsi 3 types de 

tumeurs gliales : 

 

- Gliome de grade A : Absence de prise de contraste après injection de 

gadolinium. Pas d‘hyperplasie des cellules endothéliales  

- Gliome de grade B : Prise de contraste modérée possible après 

injection au gadolinium. Hyperplasie des cellules endothéliales 

- Glioblastome : Prise de contraste très importante après injection au 

gadolinium, forte hyperplasie des cellules endothéliales. 

 

 Malgré les avantages en termes de reproductilibilité fournis par cette 

classification, elle est incompatible avec la classification de l’OMS du fait qu’elle ne 

différencie pas l’origine astrocytaire de celle oligodendrocytaire des glioblastomes. 

Ce pourquoi elle n’est pas reconnue par la communauté scientifique internationale 

 



26 
 

B. Epidémiologie, fréquence et mortalité 
 

Les gliomes représentent la classe la plus importante des tumeurs cérébrales 

par leur morbidité et mortalité. Chez l'adulte, ce sont les tumeurs cérébrales les plus 

fréquentes. Selon l’OMS, l’incidence est, pour 100 000 habitants, de l’ordre de 5 

nouveaux cas par an, ce qui correspond environ à 2000 à 3000 nouveaux cas par an 

en France.  

 

 Bien que les glioblastomes soient les gliomes les plus agressifs, ils 

correspondent également aux tumeurs cérébrales les plus fréquentes (53% des 

gliomes). L’évolution d’un glioblastome est en général très rapide (2 à 3 mois) et la 

survie globale est de 15 mois. Le taux de survie à 5 ans d’un adulte présentant un 

glioblastome est inferieur à 5% (Dolecek et al., 2012) (Table 2). L’âge moyen de 

découverte d’un glioblastome est de 65 ans. Sa prévalence atteint un maximum entre 

70 et 80 ans avec environ, pour 100 000 habitants, 30 nouveaux cas par an. En 

2015, environ 50 % des nouveaux cas de glioblastomes ont été diagnostiqués chez 

des patients de plus de 65 ans. 

 

C. Diagnostic médical 
 

1. Symptômes 
 Seules les analyses médicales par imagerie IRM associées aux analyses 

histologiques permettent de diagnostiquer un gliome. Cependant, un certain nombre 

de symptômes peuvent être évocateurs, comme la présence de troubles cognitifs, de 

crises d’épilepsies, apparition d’aphasie, paralysie motrice, des maux de tête ou 

Grade Type histologique Survie à 1 an Survie à 5 ans Survie à 10 ans
I Astrocytomes pilocytiques 97.64 94.05 91.32
II Astrocytomes 70.08 46.82 36.2
III Astrocytomes anaplasique 60.98 34.7 19.01
IV Glioblastome 35.2 4.7 2.32

Table 2 : Survie moyenne des patients en fonction des différentes classes de gliome, 
 adaptée du « CBTRUS statistical report 2005 - 2009 » 
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encore des hémorragies cérébrales. Les symptômes les plus fréquents sont les 

troubles cognitifs et épileptiques (Posti et al., 2015), et sont présents chez plus de 

50% des patients atteints d’un gliome (Figure 1). La fréquence d’apparition de 

troubles cognitifs augmente avec le grade du gliome, mais aussi selon l’âge du 

patient. Au contraire, l’apparition de troubles épileptiques est visible quel que soit le 

grade de la tumeur et touche plus particulièrement les jeunes patients (de moins de 

50 ans) et diminue avec l’âge (Figure 1). Tous les ans, sur 100 000 habitants, on 

estime entre 70 et 100 le nombre de personnes qui vont effectuer leur première crise 

d’épilepsie. Parmi eux, 2 à 3% des individus seraient atteint d’un gliome non 

diagnostiqué.  

 

2. L’imagerie par Résonance Magnétique (IRM) 
 La réalisation d’une IRM cérébrale est systématique lors de la suspicion d’une 

tumeur gliale (Figure 2). Il s’agit d’une technique d’imagerie des tissus du corps 

humain, non invasive, indolore et basée sur le principe de résonance magnétique 

nucléaire (RMN). Il s’agit d’observer la RMN des protons de l’eau présents dans 

Figure 1 : Symptômes les plus communs chez les patients atteints d’un gliome,  
adaptée de JP. Posti et al. 2015. 
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l’organisme suite à une excitation électromagnétique. L'information renvoyée par 

l'échantillon, ou phénomène de relaxation du proton, se décompose sur deux axes : 

les relaxations transversale et longitudinale. Ces informations permettent la 

reconstitution d’image cérébrale par section en 2D puis en 3D. Le gadolinium, agent 

de contraste ayant la propriété de se concentrer dans la tumeur cérébrale est 

souvent injecté au cours de l’examen afin de mieux visualiser la partie affectée. 

 

3. Le diagnostic histologique 
 Comme indiqué précédemment, le diagnostique histologique, déterminé selon 

les critères de l’OMS, est essentiel. Il repose sur l’examen anatomopathologique du 

tissu tumoral suite à une biopsie par voie stéréotaxique ou une ablation chirurgicale. 

La classification et la stadification de la tumeur gliale vont se faire en fonction de 

différents critères d’anaplasie cellulaire comme la différenciation, la densité ou la 

prolifération cellulaire. D’autres critères comme la présence de tissus nécrotiques ou 

l’hyperplasie endothéliale sont aussi examinés. Les glioblastomes se caractérisent 

spécifiquement par une faible différenciation cellulaire, accompagnée d’une haute 

densité cellulaire, une atypie et une activité mitotique très marquée, la présence de 

tissu nécrosé et une prolifération vasculaire importante. 

Figure 2 : Illustration et IRM d’un glioblastome dans le lobe pariétal, Mayfield Clinic 
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D. Développement et marqueurs moléculaires des 
glioblastomes 

 

1. Les glioblastomes de novo ou secondaire 
 Deux catégories distinctes de glioblastomes sont reconnus : les glioblastomes 

de novo (ou glioblastome primaire) et les glioblastomes secondaires. Les premiers se 

développent directement en tant que glioblastomes alors que les glioblastomes 

secondaires dérivent de gliomes de bas grade. Ces deux sous-types de 

glioblastomes se différencient par des altérations génétiques et épigénétiques 

différentes. Le pronostic ainsi que les réponses aux thérapies conventionnelles ne 

sont également pas les mêmes (Kleihues and Ohgaki, 1999). 

 

2. La Co-délétion 1p19q 
 Certaines délétions chromosomiques sont fréquentes dans les gliomes. 

Notamment, les co-délétions du petit bras du chromosome 1 (1p) et du grand bras du 

chromosome 19 (19q) ont été identifiées en 1998 (Cairncross et al., 1998) et sont 

depuis très largement étudiées. Cette co-délétion est bénéfique pour les patients 

puisqu’elle est associée à une meilleure survie et à une meilleure réponse aux 

chimiothérapies et traitements adjuvants, comme au temozolomide (Brandes et al., 

2006). Même si les mécanismes moléculaires sous-jacents sont encore mal compris, 

la présence ou non de cette co-délétion est reconnue comme facteur diagnostique et 

pronostique. En effet, il est estimé que la co-délétion est retrouvée dans 80-90% des 

oligodendrogliomes de grade II, pour 50 à 70% dans les grades III (Intergroup 

Radiation Therapy Oncology Group Trial 9402 et al., 2006), mais qu’elle est 

faiblement présente voir absente dans les astrocytomes et les glioblastomes (Aldape 

et al., 2007). 

 

3. Les mutations des gènes IDH1/2 
 L’isocitratre déshydrogenase (IDH) est une enzyme du cycle de Krebs qui 

catalyse la conversion de l’isocitratre en α-cetoglutarate. Initialement mises en 

évidence dans les glioblastomes, les mutations IDH1 entrainent la formation 

d’enzymes mutées qui ont la capacité de transformer l’α-cetoglutarate en (R)-2-
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hyderoxyglutarate. La fonction exacte de la mutation IDH1 n’est pas encore élucidée, 

mais certaines études montrent une stimulation de la voie β-caténine ainsi qu’une 

stabilisation du facteur HIF-1 (« Hypoxia Inducible Factor 1 ») (Fu et al., 2012). Ces 

mutations ont été identifiées comme très fréquentes dans les gliomes de bas grade 

par rapport à ceux de haut grade. En effet, environ 77% des gliomes de grade II et 

55% des gliomes de grade III ont la mutation IDH1, contre environ 6% des 

glioblastomes (Sanson et al., 2009). Parmi la population de glioblastomes présentant 

une mutation IDH1, 73,3% sont des glioblastomes secondaires alors que 3,7% sont 

des glioblastomes de novo (Nobusawa et al., 2009). Ainsi, les mutations IDH1 sont 

des puissants marqueurs des glioblastomes secondaires. Des études de survie de 

patients présentant différents grades de gliome mutés ou non pour IDH1 démontrent 

clairement l’impact bénéfique de cette mutation sur la survie globale (Sanson et al., 

2009) (Table 3). 

 

4. Les mutations et variants de l’EGFR 
 « Epidermal Growth Factor Receptor », ou EGFR, est un récepteur 

membranaire à activité tyrosine kinase. L’activation de ce récepteur par différents 

ligands comme le TGF-α (« Transforming Growth Factor-α ») joue un rôle dans la 

progression tumorale via l’activation de voies de transductions pro-tumorales. On 

note par exemple l’activation de la voie des MAP kinases (« Mitogen-Activated 

Protein Kinase », ou MAPK) qui est liée à l'activation de la protéine G oncogénique 

Ras, ou encore via l'activation de la voie de la phosphatidyl-inositol 3-kinase (PI3K). 

L’augmentation de la transcription du gène de l’EGFR est un phénomène décrit 

depuis 1988 dans les gliomes (Humphrey et al., 1988). Cette amplification se produit 

dans 15 à 30% des gliomes de grade III, et dans plus de 50% des glioblastomes 

(Omuro et al., 2007; Smith et al., 2001). Ces altérations de l’EGFR dans les 

glioblastomes sont principalement retrouvées dans les glioblastomes de novo, et non 

Grade
II
III
IV

IDH1 non muté IDH1 muté
60,1 mois
9,2 mois
8,8 mois

150,9 mois
19,4 mois
14 mois

Table 3 : Survie globale des patients en fonction du grade de la 
tumeur, adaptée de Sanson et al. 2009 
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dans les glioblastomes secondaires, contrairement à la mutation IDH1. En plus d’être 

un marqueur des glioblastomes de novo, cette amplification s’accompagne de 

l’amplification d’un variant de l’EGFR, l’EGFR vIII qui induit une activation constitutive 

de la voie PI3K (Eskilsson et al., 2016; Sugawa et al., 1990), renforçant ses 

mécanismes pro-tumoraux. 

 

5. Autres mutations des tumeurs gliales 
 D’autres mutations sont présentes dans les gliomes mais leurs utilisations 

diagnostiques ou pronostiques sont moins répandues. On note des altérations par 

exemple dans le gène B-RAF entrainant une activation de la voie Ras-Raf et des 

voies pro-tumorales liées à la prolifération ou à la survie. Ces mutations seraient 

présentes dans plus de 60% des gliomes de grade I (Jones et al., 2008). Des 

mutations de PTEN (antagoniste de PI3K) ont aussi été retrouvées dans les gliomes 

de grade III et les glioblastomes. Elles sont associées à une diminution de la survie 

des patients (Smith et al., 2001). 

 

6. Les méthylations du promoteur du gène MGMT 
 Les chimiothérapies alkylantes agissent, comme leur nom l’indique, en 

alkylant les groupements guanine de l’ADN, entrainant des mécanismes de mort 

cellulaire. La O-6-méthylguanine-DNA méthyltransférase (MGMT) est une enzyme de 

réparation de l’ADN qui va enlever ces groupements alkyles des guanines de l’ADN. 

L’activité de cette enzyme est grandement étudiée dans de nombreux cancers 

(Gerson, 2004). L’expression de la protéine MGMT est très variable dans les 

gliomes, elle se trouve diminuée dans environ 40% des gliomes. Ceci est lié au statut 

épigénétique du promoteur du gène. En effet, l’hyperméthylation de ce promoteur 

entraine une diminution de la réparation de l’ADN en inhibant la transcription du gène 

MGMT (Qian and Brent, 1997). Dans les glioblastomes en particulier, des études 

cliniques ont montré que les méthylations de ce géne représentent un facteur de bon 

pronostique. En effet, la diminution de l’expression du gène MGMT entraine un 

défaut dans la réparation de l’ADN après chimiothérapie alkylante, ceci se traduisant 

par une augmentation de la survie globale des patients d’environ 8 à 21mois (Esteller 

et al., 2000). 
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Table 4 : Classification des gliomes en fonction des biomarqueurs connus 

E. La recherche de biomarqueurs dans les glioblastomes 
 

 Les marqueurs moléculaires permettent d’appuyer l’analyse histologique de la 

tumeur gliale pour le diagnostic. En fonction du grade et du sous-type histologique de 

la tumeur, le pronostic vital change, et les méthodes thérapeutiques pourraient 

évoluer vers une médecine personnalisée. Cependant, il n’existe pas ou peu de 

marqueurs aujourd’hui se suffisant à lui-même en termes de diagnostic et de 

pronostic. La recherche de nouveaux biomarqueurs pouvant aider à différencier les 

différentes classes histologiques des tumeurs gliales reste donc essentielle. 

 

 Très récemment (début 2016), une nouvelle classification des gliomes de 

l'OMS à été publiée (Louis et al., 2016). Il s'agit d'une mise à jour de la classification 

de 2007 en incorporant la recherche de biomarqueurs comme les mutations IDH1, 

dans la caractérisation des gliomes (Table 4). Cette récente publication va permettre 

d’aider au diagnostic des tumeurs gliales, d’affiner leur pronostic, et d’améliorer les 

traitements proposés aux patients. Ceci souligne l'importance de la caractérisation 

moléculaire de ces tumeurs afin de mieux comprendre la biologie des gliomes 

 

F. Traitement et thérapie actuels des glioblastomes 
 

1.  La chirurgie 
 Lorsque la tumeur est accessible, le traitement est dans un premier temps 

chirurgical. Il s'agit d'une ablation chirurgicale de la tumeur, ou exérèse, la plus 

radicale possible. Ceci permet d'enlever le plus rapidement, et le plus efficacement la 

masse tumorale accessible. Des biopsies sont également effectuées afin de débuter 
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des analyses histologiques et moléculaires, de confirmer le diagnostic, et d'optimiser 

la suite des traitements. La précision chirurgicale est en constante amélioration avec 

les progrès de l'imagerie, des instruments chirurgicaux à laser et de la qualité de 

l'environnement opératoire. De plus, la chirurgie guidée par fluorescence a permis 

d'optimiser et d’améliorer l'ablation des gliomes et ainsi d’augmenter la survie globale 

des patients (Stummer et al., 2006). Cette chirurgie est possible après injection 

d'acide 5-aminolévulinique entrainant la synthèse et l'accumulation de porphyrines 

fluorescentes dans les cellules de glioblastome. Cependant, du fait de la grande 

infiltration des glioblastomes dans le parenchyme cérébral, il est en général 

impossible de réséquer toute la tumeur, au risque d’être délétère pour les fonctions 

neurologiques du patient. 

 

2. Le protocole de Stupp 

a) Radiothérapie et chimiothérapie 

 Depuis les années 1970, la radiothérapie est utilisée dans le cadre du 

traitement du glioblastome, après l’exérèse chirurgicale si elle a eu lieu. Elle consiste 

à utiliser des rayonnements, ou irradiation, permettant de détruire les cellules 

cancéreuses en bloquant leurs capacitées de se multiplier, tout en préservant le 

mieux possible les tissus sains et les organes avoisinants. L'impact de la 

chimiothérapie dans le traitement de première ligne des glioblastomes a été introduit 

plus récemment. La chimiothérapie consiste à utiliser une approche médicamenteuse 

pour le traitement d'un cancer. Elle peut être délivrée de manière locale ou 

systémique. L'administration systémique d’une molécule est cependant limitée pour 

le traitement des tumeurs cérébrales du fait de la présence de la barrière hémato-

encéphalique, protégeant le parenchyme cérébral des substances présentes dans le 

sang. Au contraire, lors d'une chimiothérapie locale, l'agent thérapeutique est 

directement administré au lieu de l'exérèse chirurgicale, permettant ainsi de délivrer 

des concentrations élevées de molécules, tout en s’affranchissant de la barrière 

hémato-encéphalique.  
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 Depuis 2005, le traitement des glioblastomes est relativement standardisé. Il 

s'agit, après résection chirurgicale la plus optimale possible, de procéder à une 

radiothérapie du lit chirurgical associée à une chimiothérapie adjuvante systémique 

par témozolomide (Temodal®) (Stupp et al., 2005, 2009) (Figure 3).  

b) Le témozolomide 
 Le témozolomide est un agent alkylant de l'ADN découvert au début des 

années 1980, et qui fait maintenant référence dans le traitement des glioblastomes. 

Le témozolomide a la capacité de passer la barrière hémato-encéphalique et 

présente une forte biodisponiblité au niveau du système nerveux central, ce qui 

permet de l’administrer par voie orale. L'activation de cette molécule se fait via la 

conversion spontanée du témozolomide en 3-methyl-(triazen-1-yl) imidazole-4-

carboxamide (MTIC), un puissant métabolite antitumoral. L'agent alkylant MITC va 

méthyler des guanines en position O⁶ et N⁷ et des adénines en position O3, 

entrainant un mauvais appariement du double brin de l'ADN (Denny et al., 1994; 

Friedman et al., 2000). Ceci va entrainer l'activation du système de réparation de 

l'ADN MMR (« mismatch repair ») qui aboutira à des cassures de l'ADN et au 

déclenchement de la mort cellulaire. Ainsi, lors d'une diminution de la production de 

Figure 3: Analyse de survie Kaplan-Meier lors de l'ajout de témozolomide 
à une radiothérapie classique, de Stupp et al. 2005 
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l'enzyme de réparation de l'ADN MGMT (via la méthylation de son promoteur), l'effet 

du témozolomide sera amplifié et ceci se traduira par une augmentation de la survie 

(Esteller et al., 2000). Certaines études montrent que cette enzyme de réparation de 

l'ADN est inactivée lors du traitement par témozolomide (Tolcher et al. 2003). 

 

3. Traitement des récidives 
 Du fait des capacités infiltratives élevées des cellules tumorales de 

glioblastome dans le parenchyme cérébral, ainsi que de sa grande plasticité 

tumorale, la récidive après traitement est presque inévitable. Le suivi de la tumeur 

pendant et après le traitement est donc primordial. Une fois le traitement de première 

ligne effectué, le suivi des patients par examen clinique et IRM cérébrale se fait 

généralement tous les 2 à 3 mois pour évaluer l'évolution et les complications. Il 

n'existe pas, à ce jour, de protocole standard pour les prises en charge de seconde 

ligne. 

 

 Lors de la récidive du glioblastome, une nouvelle imagerie par IRM est faite 

pour évaluer si une chirurgie de seconde ligne est envisageable ou non. Cela dépend 

alors de l’infiltration du glioblastome au niveau cérébral, mais également de l’état 

général du patient, souvent altéré. Différentes options sont aussi envisageables 

comme des chimiothérapies de seconde ligne, des traitements par thérapies ciblées 

ou l'inclusion dans certaines études cliniques. 

 

a) Chimiothérapies de seconde ligne 
 Lors d'une chimiothérapie de seconde ligne, différentes molécules alkylantes 

peuvent être  utilisées en monothérapie, ou en association par exemple avec du 

témozolomide. Il s'agit aussi de molécules capables de traverser la barrière hémato-

encéphalique et qui entraînent un arrêt du cycle cellulaire. Ces molécules font 

principalement partie de la famille des nitroso-urées, comme la carmustine (BCNU) 

ou la lomustine (CCNU). Le témozolomide est parfois réintroduit en modifiant la dose 

d'administration. 

 

 La carmustine est même utilisée de manière locale lors de chirurgie de 

seconde ligne. En effet, le Gliadel, qui est un implant composé de polymères 
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biodégradables imprégnés de carmustine, possède une autorisation de mise sur le 

marché. Ces implants peuvent être déposés directement dans la cavité d'exérèse. Ils 

peuvent être indiqués dans les traitements de première ligne, bien que cela ne 

s'accorde pas au protocole de Stupp, mais aussi en traitement de seconde ligne 

depuis 1996 lorsqu'une résection chirurgicale est réalisable (Brem et al., 1995).  

 

b) Les thérapies ciblées 
 Depuis la mise en évidence des anomalies moléculaires au sein des différents 

glioblastomes, les thérapies ciblant spécifiquement les mécanismes essentiels à leur 

survie sont de plus en plus nombreuses. Puisque la compréhension et la recherche 

de nouveaux biomarqueurs sont devenues des priorités pour la prise en charge des 

patients atteints de glioblastome, ces thérapies sont en constante évolution. Dans le 

cas des glioblastomes, les thérapies ciblent principalement le microenvironnement 

tumoral, les récepteurs et voies de signalisations impliquées dans la progression 

tumorale. 

 

 L'étude des récepteurs à activité tyrosine kinase est importante dans les 

glioblastomes. Comme indiqué précédemment, l'amplification de l'activité de l'EGFR / 

EGFR vIII représente l'une des caractéristiques principales des glioblastomes. De 

nombreuses thérapies ciblées ont pour objectif d'inhiber l'activité de ces récepteurs. 

Ainsi, le Gefitinib (Iressa®) et l'Erlotinib (Tarceva®), inhibiteurs spécifiques de l'EGFR 

ont été développés. Bien que leur utilité clinique est encore incertaine, les études 

précliniques sont très encourageantes (Raizer, 2005). De la même manière, l'Imatinib 

(Glivec®) est un inhibiteur de l'activité tyrosine kinase, mais du récepteur au PDGF 

qui est fréquemment surexprimé dans les gliomes. Les essais en monothérapies 

montrent une efficacité limitée. Des études de thérapies en combinaison avec des 

hydroxyurées semblent prometteuses bien que cliniquement incertaines 

(Dresemann, 2005; Reardon et al., 2009). 

 

 Autre que les récepteurs tyrosine kinase, de nombreuses molécules inhibant 

certaines voies de signalisation altérées dans les glioblastomes sont développées ou 

en cours de développement. Ces molécules s'intéressent principalement aux voies 

de signalisation RAS/MAPK ou PI3K/mTOR/AKT (Mao et al., 2012). 
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c) L'angiogenèse tumorale et les anti-angiogéniques 
 L'angiogenèse est le processus de formation de vaisseaux sanguins à partir 

de vaisseaux existants. Il s'agit d'un processus physiologique primordial dans le 

développement, mais qui peut être détourné par les tumeurs pour devenir 

pathologique. Le phénomène d'angiogenèse tumorale est un processus permettant 

aux tumeurs de se développer via la formation de vaisseaux sanguins au sein de la 

tumeur. Les glioblastomes font partie des tumeurs les plus vascularisées (Norden et 

al., 2009), ce qui en fait des cibles de choix pour les traitements anti-angiogéniques. 

La croissance tumorale va dépendre de ce processus d'angiogenèse tumorale, où 

les vaisseaux vont permettre d'irriguer la tumeur et ainsi favoriser la progression 

tumorale. De ce fait, inhiber cette formation de vaisseaux sanguins tumoraux est, 

depuis longtemps, un grand axe de recherche dans la progression tumorale 

(Folkman, 1971, 1974; Folkman et al., 1971). Un des facteurs essentiels pour cette 

angiogenèse est le VEGF (« Vascular Endothelial Grotwh Factor »), qui, en se fixant 

sur son récepteur, va induire la formation de vaisseaux sanguins (Folkman, 2007) 

(Figure 4). 

Figure 4: Facteurs impliqués 
dans l'angiogenèse tumorale, 

Judah Folkman 2007 
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 Les cellules tumorales, instables génétiquement, peuvent sécréter du VEGF et 

ainsi entrainer l'induction de l'angiogenèse tumorale (Bergers and Benjamin, 2003; 

Ferrara, 2002). Le récepteur au VEGF étant exprimé par les cellules endothéliales, la 

fixation de ce facteur de croissance induit le bourgeonnement, ou « sprouting » des 

cellules endothéliales à partir de vaisseaux préexistants. Ceci nécessite au préalable 

la dégradation de la membrane basale du vaisseau sanguin, qui est réalisée par 

différentes protéases telles que les métalloprotéases ou le système 

urokinase/plasmonigène que nous détaillerons plus bas. Les cellules endothéliales 

vont alors proliférer et migrer le long du gradient de VEGF, et permettre ainsi 

l’établissement d’un néo-vaisseau sanguin. Les cellules vont alors former des 

jonctions intercellulaires permettant la création de la lumière dans le néo-vaisseau 

sanguin. Après restauration de la membrane basale, des cellules péricytaires vont 

être recrutées, et ces dernières vont avoir un rôle protecteur du vaisseau et stabiliser 

la migration des cellules endothéliales. Dans le cadre de l'angiogenèse tumorale, du 

fait de l'expression dérégulée des facteurs pro-angiogèniques, la couverture 

péricytaire n'est souvent que partielle et le vaisseau n'est jamais totalement stabilisé, 

entrainant la formation d'un réseau vasculaire irrégulier, perméable et tortueux (Baluk 

et al., 2005). 

 

 L'expression du VEGF par les cellules tumorales est principalement liée à 

l'hypoxie. En effet, en condition hypoxique, l'expression du facteur de transcription 

HIF-1α augmente et régule de nombreuses protéines, dont le VEGF (Fischer et al., 

2005). La formation d’une zone hypoxique liée à la masse tumorale grandissante 

induit l'expression fortement accrue de HIF-1α. Ceci va permettre la secrétion de 

VEGF par les cellules tumorales et ainsi induire la vascularisation tumorale. Les 

vaisseaux tumoraux étant tortueux et dérégulés, l'irrigation sanguine ne va pas être 

optimale et certaines zones tumorales resteront fortement hypoxiques. Ces zones 

provoquent l'expression continue de facteur pro-angiogènique comme le VEGF. La 

normalisation vasculaire consiste à permettre aux  vaisseaux sanguins tumoraux de 

retrouver une configuration physiologique, et ainsi d'inhiber les zones hypoxiques de 

la tumeur. Cependant, HIF-1α peut aussi être activé par la modulation de voies de 

signalisations oncogéniques comme celle de la PI3K, hautement et fréquemment 

dérégulée dans les glioblastomes (Flintoft, 2004) (Figure 5). 
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 Le Bevacuzimab (Avastin®, ou BEV) est un anticorps monoclonal humanisé 

ciblant et se fixant sur un sous-type de VEGF, le VEGF-A. Cette fixation bloque 

l'activité du VEGF en empêchant sa fixation sur son récepteur. Ceci entraine un 

ralentissement de l'angiogenèse et ainsi de la croissance tumorale. Depuis Mai 2009, 

suite à des études cliniques de phase II ayant montré une amélioration de la survie 

sans progression, mais pas de la survie globale, le Bevacizumab est largement 

utilisé lors de la récidive tumorale. Cependant, il n’a pas d’autorisation dans cette 

indication en Europe. A noter qu’il est autorisé par la FDA (« Food and Drug 

Administration ») aux Etats-unis lors de la récidive des glioblastomes, ce qui rentre 

alors dans le cadre du protocole Stupp (Cohen et al., 2009; Nagpal et al., 2011) 

(Figure 6). 

Figure 5: Induction de l'angiogenèse par la voie de signalisation PI3K/AKT, 

adaptée de Flintoft et al. 2004 
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 Bien que les essais cliniques en phase II soient très prometteurs, le manque 

d'étude clinique de phase III du Bevacuzimab en fait un traitement très controversé 

dans le monde. En effet, la réponse modeste en comparaison à une radiothérapie 

simple fait du Bevacuzimab l'une des thérapies ciblées dans le glioblastome la plus 

discutée à ce jour (Seystahl et al., 2016; Verhoeff et al., 2009; Wick et al., 2010). 

 

4. Mécanismes d’adaptation des glioblastomes 

a) Plasticité et infiltration des cellules cancéreuses 
 L'une des principales causes de récidive des glioblastomes est liée à la 

grande infiltration des cellules tumorales dans le cerveau  (Hofer and Merlo, 2002) 

(Figure 7). II est difficile de distinguer le tissu tumoral du tissu cérébral sain dans 

certaines zones d'infiltration. De plus, une résection tumorale étendue est 

généralement impossible du fait de la proximité de zones du cerveau fonctionnelles. 

Malgré les progrès de la chirurgie guidée par fluorescence, l'infiltration tumorale 

invisible induit la récidive du glioblastome chez la quasi-totalité des patients, et ceci 

dans un délai d'environ 9 mois. 

Figure 6: Impact du Bevacuzimab sur la survie sans progression des patients, 
d'après Nagpal et al. 2011 
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b) Resistance aux anti-angiogéniques 
 Sous thérapeutiques anti-angiogéniques, il a été montré que les cellules de 

glioblastomes sont capables de développer des résistances intrinsèques ou 

adaptatives à ces traitements. Ainsi, les glioblastomes sont capables d'assurer leur 

développement indépendamment de l'angiogenèse tumorale par différents 

mécanismes comme la co-option vasculaire ou la vasculogenèse (Hardee and 

Zagzag, 2012). 

 

 Les cellules tumorales de glioblastomes sont capables de migrer et d'envahir 

le tissu sain. Lorsqu'elles sont capables de migrer le long des capillaires sanguins, 

les cellules vont former une masse tumorale dont le réseau vasculaire est celui du 

tissu envahi, on parle alors de co-option (Holash et al., 1999) (Figure 8). Les cellules 

tumorales vont ainsi être capables de migrer vers des vaisseaux sanguins pré-

existants lorsque l'angiogenèse est inhibée (Rubenstein et al., 2000). 

 

Figure 7: Infiltration des cellules tumorales, adaptée de 
Hofer et al.,  2002 
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 Un autre processus de développement du glioblastome indépendamment de 

l'angiogenèse tumorale est la vasculogenèse (Figure 8). Il s'agit de la mobilisation et 

la différenciation de cellules circulantes issues de la moelle osseuse en cellules 

endothéliales dans le mur vasculaire. Ce processus est dépendant de l'hypoxie dans 

cette pathologie tumorale (Lyden et al., 2001). Certaines études montrent que le 

processus de vasculogenèse pourrait être impliqué dans la récidive des 

glioblastomes (Kioi et al., 2010).  

 

 D'autres processus favorisant le développement des glioblastomes 

indépendamment de l'angiogenèse sont connus (mimétisme vasculaire, 

transdifférenciation des cellules tumorales en cellules endothéliales), mais leurs 

implications dans les phénomènes de récidives restent encore à élucider. 

Figure 8: Mécanismes de vascularisation des glioblastomes de Hardee ME et al. 2012 

 A: co-option vasculaire. B: angiogenèse tumorale. C: Vasculogenèse. D: mimétisme 
vasculaire. E : transdifférenciation de cellules tumorales en cellules endothéliales. N : 

nécrose 
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II. Implication des chimiokines CXC et de CXCR3 dans le cancer  
 

A. Les chimiokines 
 

 Les cytokines sont des protéines de signalisation, comparables aux hormones, 

qui sont généralement sécrétées suite à une stimulation. Elles agissent sur les 

cellules en se fixant sur des récepteurs spécifiques, et régulent de nombreuses 

fonctions biologiques dans la cellule (comme la différenciation, la prolifération, la 

migration, la survie ou encore la mort cellulaire). 

 

 Les chimiokines constituent une sous-famille de cytokine. Il s'agit de petites 

protéines (7 à 14 kDa) avec une activité chimio-attractante, c'est à dire qu'elles ont la 

capacité d’orienter les cellules et d’induire leurs migrations au cours de différents 

processus. Historiquement, les chimiokines ont d'abord été décrites pour leur 

important rôle dans le système immunitaire, notamment au niveau du chimiotactisme 

des leucocytes vers les sites inflammatoires de l’organisme. Désormais, les 

chimiokines sont connues pour intervenir dans de nombreux processus 

physiologiques et pathologiques tels que l'embryogenèse, l’inflammation, 

l'angiogenèse et le développement tumoral (Krieg and Boyman, 2009).  

 

 En plus de fixer leurs récepteurs pour activer leurs fonctions biologiques, les 

chimiokines interagissent aussi avec les glycosaminoglycanes. Il s'agit de polymères 

saccharidiques linéaires à longue chaîne présents dans pratiquement tous les tissus. 

Ils se présentent sous forme soluble (Héparine) ou liée à la membrane cellulaire 

(héparane sulfate). Les glycosaminoglycanes sont capables de fixer de nombreuses 

protéines, dont les chimiokines, ce qui les protègent de l'activité protéolytique de 

certaines peptidases et protéinases (Sadir et al., 2004). Les différences d'affinités de 

fixation des chimiokines sur les glycosaminoglycanes pourraient également jouer sur 

la biodisponibilité de ces chimiokines (Dubrac et al., 2010; Kuschert et al., 1999). 
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1. Classification des chimiokines 

a) La classification structurale 
 Sécrétées par un grand nombre de cellules, les chimiokines sont divisées en 

quatre sous-familles : C, CC, CXC ou CX3C. Cette division est fondée sur leurs 

propriétés structurales et leurs séquences primaires en acides aminés, présentant 

des résidus cystéines conservés (Bestebroer et al., 2010; Murphy, 2002; Murphy et 

al., 2000; Rossi and Zlotnik, 2000; Zlotnik and Yoshie, 2000) (Figure 9). L'émergence 

de la classification internationale des chimiokines se basant sur ces propriétés 

structurale date de 1999 et provient du symposium « Chimiokines et récepteurs à 

chimiokines » (« Chemokines and Chemotactic Receptors, Keystone symposium 

1999 »). Cette classification fut rapidement publiée (Zlotnik and Yoshie, 2000), 

acceptée, et a grandement aidée pour établir une base et une nomenclature 

standard permettant l'étude de ces protéines. 

 

 Pour la classe de chimiokines C, la cystéine en N-terminale est très 

conservée. Pour les familles CC, CXC et CX3C, deux cystéines en N-terminale sont 

très conservées. Pour les chimiokines CC, les deux résidus cystéines sont côte à 

côte, il n'y a aucun autre acide aminé entre ces deux résidus. Au contraire, pour la 

famille CXC, un acide aminé, nommé X, se trouve entre les deux résidus, et enfin 

pour la famille CX3C, trois acides aminés séparent les deux résidus cystéines en N-

terminale. Les familles CC et CXC représentent la grande majorité des chimiokines 

Figure 9: Les 4 sous-familles de chimiokines, de Bestebroer J et al. 2009 
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découverte à ce jour. On distingue aujourd'hui environ 50 chimiokines différentes, ce 

qui en fait la plus grande famille de cytokine. Ces chimiokines sont toutes 

caractérisées selon ce modèle de classification structurale. 

 

b) Le motif "ELR" des chimiokines CXC 
 Les chimiokines CXC appartiennent à une grande famille de peptides 

homologues présentant une activité positive ou négative sur le contrôle de 

l'angiogenèse en fonction de la présence ou non d'un motif d'acide aminés, le motif 

ELR (Glutamate, Leucine, Arginine). Ce motif ELR se trouve en amont des cystéines 

conservées permettant leurs classifications (Table 5). Les protéines CXC contenant 

le motif ELR sont dites pro-angiogéniques (Belperio et al., 2000; Salcedo and 

Oppenheim, 2010; Strieter et al., 1995). Les chimiokines CXC dépourvue de la 

séquence ELR ont quant à elles des propriétés angiostatiques. La balance 

d'expression de ces dernières peut être modifiée dans un contexte pathologique. 

Notamment, le modèle de Strieter propose que la balance d'expression des 

chimiokines ELR+ / ELR- joue un rôle important dans le développement tumoral 

(Rossi and Zlotnik, 2000; Strieter et al., 1995, 2006). 

Table 5: Classification des chimiokines, d'aprés Zlotnik A et al. 2012 

Famille Nomenclature Nom Motif ELR Famille Nomenclature Nom Motif ELR
CCL1 I-309 - CCL21 SLC / exodus-2 -
CCL2 MCP-1 - CCL22 MDC -
CCL3 MIP-1a - CCL23 MPIF-1 -

CCL3L1 LD78b - CCL24 MIPF-2 / eotaxin2 -
CCL3L3 LD78b - CCL25 TECK -

CCL4 MIP-1b - CCL26 eotaxin-3 -
CCL4L1 AT744.2 - CCL27 CTACK / ILC -
CCL4L2 - CCL28 MEC -

CCL5 RANTES - CXCL1 GRO-a ELR+
CCL7 MCP-3 - CXCL2 GRO-b ELR+
CCL8 MCP-2 - CXCL3 GRO-g ELR+

CCL11 Eotaxin - CXCL4 PF4 ELR-
CCL12 MCP-5 - CXCL4L1 PF4V1 ELR-
CCL13 MCP-4 - CXCL5 ENA-78 ELR+
CCL14 HCC-1 - CXCL6 GCP-2 ELR+
CCL15 HCC-2 - CXCL7 NAP-2 ELR+
CCL16 HCC-4 - CXCL8 IL-8 ELR+
CCL17 TARC - CXCL9 MIG ELR-
CCL18 PARC / DC-CK1 - CXCL10 IP-10 ELR-
CCL19 MIP-3b / ECL / exodus-3 - CXCL11 I-TAC ELR-
CCL20 MIP-3a / LARC / exodus-1 - CXCL12 SDF-1 ELR-
CCL21 SLC / exodus-2 - CXCL13 BLC / BCA-1 ELR-
CCL22 MDC - CXCL14 BRAK / Bolekine ELR-
CCL23 MPIF-1 - CXCL15 ELR+
CCL24 MIPF-2 / eotaxin2 - CXCL16 Small inductible cytokine B6 ELR+
CCL25 TECK - CXCL17 DMC ELR-
CCL26 eotaxin-3 - (X)CL1 Lymphotactine -
CCL27 CTACK / ILC - (X)CL2 - -
CCL28 MEC - CX3C CX3CL1 Fractalkine -

CC

CXC

C

CC
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2. Rôle des chimiokines CXC 
 Historiquement, les chimiokines ont été décrites pour leur fonction au niveau 

du recrutement des leucocytes vers les sites inflammatoires ou infectieux de 

l'organisme (Taub, 1996). Les chimiokines sont maintenant connues pour avoir de 

nombreuses fonctions physiologiques comme pathologiques dans l'organisme. 

 

a) Le recrutement leucocytaire. 
Le nombre de cellules immunitaires résidentes au sein des tissus est limité. Le 

processus inflammatoire ou infectieux met en place le recrutement de ces cellules, 

présentes dans la circulation sanguine. Ceci se fait via la production de chimiokines. 

Les leucocytes sont les cellules impliquées dans la réponse immunitaire et se 

classent en trois familles : les granulocytes, les monocytes et les lymphocytes.  

 

Le recrutement leucocytaire est un processus comprenant plusieurs phases. 

Les leucocytes sont présents et circulent dans le sang, on parle de phase de 

roulement, ou « rolling ». Les gradients de chimiokines formés au niveau de 

l'inflammation sont capables de mobiliser ces leucocytes circulants. Ces gradients se 

forment via la fixation des chimiokines sur les glycosaminoglycanes. De plus, en se 

fixant sur leurs récepteurs présents à la surface cellulaire, les chimiokines vont 

induire la migration des cellules d'intérêt au site de l'inflammation. Une fois le 

recrutement effectué, l'adhésion des leucocytes sur l'endothélium vasculaire est un 

processus dynamique mettant en jeu l'activation et l'interaction de protéines 

spécifiques (Adams and Shaw, 1994). L'adhésion s'effectue par l'action de 

séléctines-P, protéines d'adhésion présentes à la surface des cellules endothéliales 

activées et reconnaissant les résidus glucidiques présents sur les leucocytes. Une 

seconde phase renforce cette adhésion et se met en place via la fixation d'intégrines 

à leur recepteur ICAM (« Intracellular adhesion molecule ») présents sur la paroi 

vasculaire. La phase d'extravasation des leucocytes, ou diapédèse, correspond au 

passage de la cellule immunitaire à travers deux cellules endothéliales par 

dissociation locale des jonctions intercellulaires (Adams and Lloyd, 1997; Schaerli 

and Moser, 2005). Les leucocytes se trouvant dans le tissu seront dirigés vers la 

zone infectieuse ou inflammatoire en fonction du gradient de chimiokines dans le 

tissu (Figure 10). 
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Suivant les leucocytes recrutés, différentes réactions de l'immunité se mettront 

en place. Il peut s'agir de la production d'anticorps par les lymphocytes pour les 

réactions infectieuses, de la production de médiateur chimique par certains 

granulocytes pour les réactions inflammatoires, ou encore de la mise en place de 

mécanismes de phagocytose par les monocytes (via leurs différenciations en 

macrophage). 

 

b) La modulation de l'angiogenèse 
 Comme introduit précédemment, les chimiokines CXC ont un rôle très 

important comme modulateur de l'angiogenèse en fonction de la présence ou non 

d'un motif d'acide aminés, le motif « ELR ». Les chimiokines possédant le motif ELR 

sont pro-angiogéniques, contrairement aux chimiokines dépourvues du motif ELR qui 

sont angiostatiques (Strieter et al., 2005). 

 

Figure 10: Rôle des chimiokines dans le recrutement leucocytaire, 
d'aprés Adams DH et al. 1997 
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 CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCL6, CXCL7 et CXCL8 constituent les 

chimiokines pro-angiogeniques. Parmi elles CXCL8, plus connue sous le nom 

d’Interleukine-8, fut la première chimiokine ELR+ décrite comme pro-angiogénique. 

Les chimiokines ELR+ sont capables d'induire le chimiotactisme des cellules 

endothéliales ainsi que leur activité de prolifération, permettant l'angiogenèse in vivo 

(Strieter et al., 1995). Les facteurs pro-angiogéniques présents dans le 

microenvironnement, peuvent promouvoir l'angiogenèse par de multiples méthodes 

directes ou indirectes. Par exemple, l'activation physiologique des cellules 

endothéliales par le VEGF peut entrainer l'augmentation de l'expression de la 

protéine anti-apoptotique BCL-2. Cette dernière a été caractérisée comme stimulant 

l'expression de la chimiokine CXCL8 qui va fonctionner de manière autocrine et 

paracrine pour maintenir ce phénotype angiogénique (Nör et al., 2001). De plus, des 

mutations de CXCL8 entrainant une disparition du motif ELR permettent la formation 

d’une chimiokine ELR- capable d’inhiber l’angiogenèse. Ceci confirme le rôle 

essentiel du motif ELR dans le contrôle de l’angiogenèse par les chimiokines (Strieter 

et al., 1995).  

 

CXCL4, CXCL4L1, CXCL9, CXCL10, CXCL11 et CXCL14 constituent les 

chimiokines angiostatiques. Ne variant que de 3 acides aminés par rapport au 

CXCL4, le CXCL4L1 présente des capacités d'inhibition de l'angiogenèse plus 

importantes. En effet, CXCL4L1 inhibe le chimiotactisme des cellules endothéliales à 

une concentration trente fois inférieure à celle utilisée pour le CXCL4, ainsi que 

l’angiogenèse in vivo induite par le FGF-2 (« Fibroblast Growth Factor-2 ») dans des 

cornées de rat (Struyf et al., 2004, 2007; Vandercappellen et al., 2010). Ces deux 

chimiokines, ainsi que CXCL9, CXCL10 et CXCL11, sont induites par l’interféron 

gamma (IFNγ), et inhibent l’angiogenèse stimulée par les chimiokines ELR+ ou 

d'autres facteurs de croissances comme le FGF-2 ou le VEGF (Strieter et al., 1995). 

Les IFN sont des molécules aux propriétés anti-prolifératives et angiostatiques. 

Tandis que l’expression CXCL8, CXCL1 ou encore CXCL5 est augmentée par de 

nombreux facteurs tel que le TNF ou l’interleukine1 pour stimuler l’angiogenèse, 

l’IFNγ entraine une diminution de leur expression (Gusella et al., 1993; Schnyder-

Candrian et al., 1995). De plus, il a été montré que l'IFNγ stimule l’expression des 

chimiokines ELR- (Farber, 1993), et apparait donc comme essentiel dans les 
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phénomènes angiostatiques induits par les chimiokines ELR-. CXCL14, pour sa part, 

est connu pour inhiber spécifiquement la chimiotaxie des cellules endothéliales 

induites par le CXCL8 ou par des facteurs de croissance comme le FGF-2 ou le 

VEGF (Shellenberger et al., 2004). 

 

c) Autres rôles impliquant les chimiokines 
L’implication des chimiokines dans le système immunitaire via le recrutement 

des leucocytes, ainsi que leurs rôles dans l’angiogènese font parties des plus 

grandes fonctions physiologiques étudiées pour ces protéines. Cependant, les 

chimiokines jouent des rôles essentiels dans d'autres processus physiologiques ou 

pathologiques.  

 

En effet, ces dernières ont un rôle dans le développement embryonnaire, au 

niveau de l'implantation de l’embryon et dans le développement du système nerveux 

central (Raman et al., 2011). Les chimiokines sont également impliquées dans la 

réparation et la cicatrisation cutanée, lors des phases d’inflammation, de prolifération 

et de remodelage cellulaire (Gillitzer and Goebeler, 2001). Elles interviennent aussi 

dans de nombreux processus pathologiques comme l’asthme et les allergies via le 

recrutement leucocytaire (Pease, 2006), ou encore dans les infections au VIH 

(Berger et al., 1999; Lusso, 2006). De nos jours, de plus en plus d’études émergent 

sur le rôle des chimiokines dans le cancer, ayant à la fois des fonctions pro-

tumorales ou anti-tumorales (Krieg and Boyman, 2009). 

 

3. Chimiokines et cancer 
Dans la plupart des tumeurs solides, le microenvironnement tumoral est riche 

en chimiokines. Les cellules tumorales, elles-mêmes, peuvent secréter des 

chimiokines. La chimiotaxie, le recrutement leucocytaire sur le site tumoral, 

l’angiogenèse tumorale, ainsi que les fonctions biologiques liées à la prolifération, la 

survie cellulaire et l’invasion, sont des fonctions essentielles au développement 

tumoral, qui sont régulées par les chimiokines. 
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a) L'immunité tumorale 
Le premier lien entre inflammation et cancer date de 1863, où Rudolf Virchow 

faisait l’hypothèse que l’origine du cancer se trouvait dans les sites d’inflammations 

chroniques de l’organisme. De nos jours, ce lien est accepté mais fait toujours l’objet 

de nombreuses études (Balkwill and Mantovani, 2001; Coussens and Werb, 2002). 

 

On retrouve plusieurs cellules inflammatoires associées aux tumeurs. En effet, 

des cellules associées à l’inflammation sont présentes dans le stroma ainsi que dans 

la tumeur. Par exemple, les macrophages associés aux tumeurs (« TAM – Tumor-

associated macrophages »), ou encore les lymphocytes associés aux tumeurs 

(Lymphocytes T CD4+ ou CD8+ principalement) font partis des leucocytes recrutés 

par les chimiokines, et qui vont avoir un rôle important dans le développement 

tumoral. 

 

Les macrophages sont des éléments du système immunitaire provenant de la 

différenciation de leucocytes spécifiques, les monocytes. Ils ont différents rôle 

comme la phagocytose, c'est-à-dire l’élimination de cellules mortes, de débris 

cellulaires ou encore de pathogènes, mais aussi un rôle dans la sécrétion de 

cytokines et chimiokines. Les macrophages sont aussi impliqués dans les 

communications intercellulaires, notamment avec les lymphocytes T via la 

présentation d’antigènes spécifiques à leurs surfaces cellulaires. Les TAMs sont 

parmi les composants de la réponse inflammatoire les plus importants dans les 

tumeurs, et sont recrutés principalement par les chimiokines de type CC et de la 

famille MCP, pour « Monocyte Chemotactic Protein », comme CCL2, CCL7, CCL8, 

CCL12 ou encore CCL13. 

 

Une fois recrutés, les monocytes vont se différencier en deux types de TAM 

selon le microenvironnement tumoral, les TAM M1, anti-tumoraux, ou TAM M2, pro-

tumoraux (Mantovani et al., 2004; Solinas et al., 2009) (Figure 11). Cette plasticité 

des monocytes à se différencier en différent type de macrophages est un des 

régulateurs essentiels à la progression tumorale. Cette différenciation est liée au 

microenvironnement tumoral, et notamment aux chimiokines qui sont présentes et 

qui les ont recrutés sur le site inflammatoire (Mantovani et al., 2004). 
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b) Le « switch angiogénique »  
 Comme expliqué précédemment, l'angiogenèse tumorale est un processus 

essentiel pour le développement des tumeurs. Cette angiogenèse est finement 

régulée par la balance entre des molécules pro- ou anti-angiogéniques. Dans la 

tumeur, la balance entre ces deux types de molécules est fortement déséquilibrée 

vers un phénotype angiogénique. Lorsque ce phénotype apparait, on parle de « 

switch angiogénique » (Bergers and Benjamin, 2003; Hanahan and Folkman, 1996). 

Les membres de la famille de chimiokine CXC, pro- ou anti-angiogéniques selon le 

motif ELR jouent un rôle essentiel dans l'angiogenèse physiologique comme détaillée 

précédemment, mais aussi dans le switch angiogénique. 

 

 Au niveau tumoral, les chimiokines sont impliquées de deux manières 

différentes pour réguler l'angiogenèse tumorale. Soit directement via les chimiokines 

CXC et leurs motifs ELR, régulant la prolifération et le chimiotactisme endothéliales, 

soit indirectement via le recrutement leucocytaire. En effet, le processus 

Figure 11: Différenciation des monocytes en TAM M1 ou M2,  
d'après Solinas G et al. 2009 
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inflammatoire ainsi que les macrophages, neutrophiles ou encore les mastocytes 

participent à l'induction de l'angiogenèse et à son maintien dans le développement 

tumorale (Qian and Pollard, 2010). Notamment, les TAMs de type M2 sont capables 

de fortement induire l'angiogenèse. De nombreuses études émergent sur 

l'importance de la différenciation des monocytes en TAM M1 ou M2 pour réguler 

l'angiogenèse tumorale. La protéine HRG (« Histidine-Rich Glycoprotein ») est un 

anti-angiogénique physiologique régulant la normalisation vasculaire. Cette protéine 

est capable d'induire la polarisation des TAM M2 en TAM M1 via, entres autres, la 

diminution du facteur de croissance placentaire PIGF (pour  « Placenta Growth 

Factor ») produit par les macrophages et qui induit la polarisation en TAM M2 (Huang 

et al., 2011; Rolny et al., 2011) (Figure 12). Ainsi, de nombreuses stratégies 

thérapeutiques apparaissent sur le recrutement leucocytaire des chimiokines et la 

différenciation des TAM sur la normalisation vasculaire et le switch angiogénique. 

 
Figure 12: Stratégie de normalisation vasculaire en ciblant la polarisation des TAM 

recrutés par les chimiokines, d'après Huang Y et al. 2011 
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c) Cas du CXCL4 et son variant CXCL4L1 
 Le CXCL4, aussi connu sous le nom de PF4 (« Platelet Factor 4 ») fut la 

première chimiokine isolée  (Poncz et al., 1987), mais aussi la première chimiokine 

décrite pour ses propriétés angiostatiques (Maione et al., 1990) avec son absence de 

motif ELR. CXCL4 a été décrite comme une chimiokine multifonctionnelle intervenant 

dans d'autres rôles que la régulation de l'angiogenèse, comme dans la coagulation 

(Dehmer et al., 1995), la modulation du système immunitaire (Romagnani et al., 

2005) et le développement tumoral (Strieter et al., 2006). Un nouveau variant 

hautement homologue à CXCL4, nommé CXCL4L1 a été décrit en 2004. Ces deux 

dernières chimiokines ne différent seulement que de 3 acides aminés dans le 

domaine C-terminal (P58L, K66E, et L67H, du CXCL4 au CXCL4L1) (Struyf et al., 

2004) (Figure 13). Il a été montré que parmi les 3 acides aminés qui différent entre 

les deux variants, la substitution de l'histidine67 (présent uniquement dans le CXCL4) 

en Leucine67 (présent uniquement dans le CXCL4L1) entrainait une forte diminution 

de l'affinité du CXCL4L1 pour les glycosaminoglycanes (Dubrac et al., 2010). La ré-

organisation structurale du domaine carboxy terminal liée à la substitution d'un seul 

acide aminé permet aussi au CXCL4L1 de présenter une activité inhibitrice beaucoup 

plus élevée sur la croissance des vaisseaux (Struyf et al., 2004, 2007). 

 

 

Figure 13: Différences de séquence entre CXCL4 et CXCL4L1,  
Kuo JH et al. 2013 
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 CXCL4 et CXCL4L1 ont une localisation subcellulaire distincte et sont 

sécrétées différemment. CXCL4 est stockée dans des granules de sécrétions 

cytoplasmiques et est relarguée de façon aigüe et massive en réponse à un stimulus. 

CXCL4L1, synthétisée continuellement, est quant à elle sécrétée par voie constitutive 

(Lasagni et al., 2007). Les caractéristiques de diffusibilité et de biodisponibilité des 

chimiokines CXCL4 et CXCL4L1 ont aussi été étudiées. Il a été montré que ces 

paramètres étaient liés aux affinités plus faibles du CXCL4L1 pour les 

glycosaminoglycanes (héparine, héparanes sulfates et chondroitines sulfates B) par 

rapport au CXCL4 (Dubrac et al., 2010). 

 

 L’expression de CXCL4 a été rapportée dans un grand nombre de cancers. En 

effet, une étude menée par spectrométrie de masse a permis de détecter des 

différences d’expression de CXCL4 dans un large éventail de tumeurs humaines 

greffées chez la souris (Cervi et al., 2007) faisant de lui un potentiel biomarqueur de 

la progression tumorale. Notamment, le dosage du taux plasmatique de CXCL4 sur 

146 échantillons de patients atteints d’ostéosarcomes a mis en évidence une 

corrélation entre la surexpression de CXCL4 et le mauvais pronostique vital des 

patients (Li et al., 2011). Cependant, dans la plupart des études où l’expression de 

CXCL4 est signalée, la distinction entre les deux variants n’est pas réalisée. Les 

résultats précédemment cités suggèrent donc que CXCL4 et possiblement CXCL4L1 

constituent des marqueurs potentiels pour le diagnostic et le pronostic des cancers 

chez l'homme. Notamment, dans le cadre du cancer du pancréas, des études 

menées par notre groupe et auxquelles j'ai participé ont pu montrer l'importance de 

l'expression de CXCL4L1 dans la progression et l'invasion tumorale (Article II, 

Annexe V). 
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B. Les récepteurs aux chimiokines 
 

 Les chimiokines exercent leurs activités en interagissant avec des récepteurs 

spécifiques et exprimés à la surface des cellules. Il s'agit de récepteurs à 7 domaines 

transmembranaires couplés à des protéines G hétérotrimériques, les « G Protein 

Coupled Receptors », ou GPCR. 

 

1. Nomenclature 
 Les GPCRs présentent une extrémité amino-terminale extracellulaire, trois 

boucles extracellulaires, trois boucles intracellulaires et une extrémité carboxy-

terminale intracellulaire. La nomenclature des GPCRs se base sur le groupe de 

chimiokines auquel appartient son ligand, on distingue donc les récepteurs de la 

famille (X)CR, CCR, CXCR et CX3CR (Murphy, 2002; Murphy et al., 2000). Les 

récepteurs des chimiokines CXC sont de se fait nommés CXCR1, CXCR2 etc. 

(Figure 14). 

 

Figure 14: Nomenclature des récepteurs à chimiokine et spécificité 
d'intéraction, d'après Balkwill F. 2004 
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 Certains récepteurs de chimiokines ne peuvent reconnaitre qu'une seule 

chimiokine, alors que d'autres vont pouvoir interagir avec de nombreuses 

chimiokines. De la même manière certaines chimiokines ne pourront reconnaitre 

qu'un récepteur, alors que d'autres pourront fixer de nombreux récepteurs différents, 

on parle de la spécificité d'interaction chimiokine / récepteur à chimiokine (Zlotnik and 

Yoshie, 2012) (Figure 14). Aussi, il faut noter que même si généralement les 

chimiokines agissent comme des agonistes sur leurs récepteurs, certaines peuvent 

se comporter comme des antagonistes. Par exemple, certains ligands agonistes du 

récepteur CXCR3 comme CXCL9, CXCL10 ou CXCL11 sont les antagonistes du 

récepteurs CCR3, et vice versa (Loetscher et al., 2001). 

 

 Certaines chimiokines peuvent aussi se fixer sur des  récepteurs qui ne sont 

pas couplés à des protéines G, on parle de récepteurs leurres. Parmi eux, on 

distingue principalement les récepteurs D6, des récepteurs Duffy, aussi appelés 

DARC (Duffy Antigen Receptor Chemokine). Ces récepteurs sont silencieux, c'est à 

dire qu'ils n'activent pas de signalisation intracellulaire, mais servent à réguler la 

biodisponibilité des chimiokines circulantes (Mantovani et al., 2006). 

 
 

2. Les voies de transduction des récepteurs aux chimiokines 
 Les principales voies de transduction des récepteurs aux chimiokines sont 

dépendantes des protéines G. La liaison de la chimiokine au récepteur induit un 

changement de conformation de ce dernier, qui peut être spécifique au récepteur. 

Suite à ce changement de conformation, les protéines G hétérotrimériques pourront 

être activées afin d'assurer la transduction du signal du couple chimiokine/récepteur. 

Toutes les protéines G sont composées de trois sous-unités : α, β et γ. Avant 

l'activation du récepteur, les 3 sous-unités sont liées entres elles, et les protéines Gα 

sont liées au GDP. Lorsque le récepteur sera activé par les chimiokines, le GDP sera 

physiquement remplacé par du GTP, ceci aura deux grandes conséquences. 

Premièrement la protéine Gα-GTP deviendra active pour transduire ses voies de 

signalisations ou signaux intracellulaires, et secondairement les sous-unités β / γ 

seront libérées du complexes α - β - γ afin d'activer d'autres molécules à proximité et 

au niveau de la membrane plasmique. Le GTP sera par la suite hydrolysé pour 
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retourner sous sa forme GDP, les sous-unités α - β - γ  se réassocieront et le 

récepteur redeviendra inactif (Li et al., 2002) (Figure 15). 

 

 

  La sous-unité Gα détermine la spécificité du récepteur. Il existe trois grands 

types de sous-unité alpha : α-s, α-i/o et α-q, nommées en fonction de leurs activités. 

La protéine Gα-S stimule l'activité de l'adénylate cyclase permettant la conversion de 

l'ATP en AMPc. Au contraire les protéines Gα-i/o vont inhiber l'activité de l'adénylate 

cyclase, et les protéines Gα-q stimulent la phospholipase C. Cette dernière hydrolyse 

le PIP2 (du phosphatidylinositol 4,5-diphosphate) en inositol 1, 4, 5-triphosphate 

(IP3) ce qui entraine la libération de calcium des stocks intracellulaires. Les sous-

unités β et γ forment un complexe pouvant agir comme molécule de signalisation et 

réguler directement des protéines à proximité, notamment la phospholipase C, 

entrainant la libération du calcium intracellulaire (Clapham and Neer, 1997; Katz et 

al., 1992). 

 

 Les récepteurs au chimiokine interagissent généralement avec des protéines 

G-α-i/o (Murphy, 2002; Murphy et al., 2000) mais on observe cependant des 

interactions de certains récepteurs avec des protéines Gα -s ou Gα -q  (Maghazachi 

and Al-aoukaty, 1998).  

Figure 15: Activation des GPCR via leurs protéines G, d'après Li J et al. 2002 
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3. Les processus de désensibilisation 
 Suite à l'activation du récepteur et de ses protéines G induisant les voies de 

signalisation spécifiques du récepteur, des phénomènes de désensibilisation sont 

mis en place par la cellule afin de stopper cette activité. La désensibilisation se fait 

via la phosphorylation de résidus tyrosines dans le domaine carboxy-terminal 

intracellulaire (Ferguson, 2001). Ceci entraine le recrutement de protéines 

spécifiques de la désensibilisation au niveau des sites phosphorylés, les β-arrestines. 

Ces protéines vont induire l'interaction avec certains acteurs de l'internalisation et de 

la désensibilisation des récepteurs aux chimiokines. En effet les β-arrestines, en plus 

de former un complexe avec les récepteurs activés, vont recruter les protéines AP-2 

(«  Assembly Protein-2  ») et la clathrine, cette dernière formant ce qu'on appelle un 

« manteau de clathrine » au niveau de la membrane plasmique (Pierce and 

Lefkowitz, 2001). La clathrine est le moteur responsable de la déformation de la 

membrane lors de la formation des vésicules d'internalisation. Les récepteurs aux 

chimiokines peuvent être internalisés par des mécanismes indépendant de la 

clathrine, comme des internalisations dépendante de la caveoline, ou encore de 

radeaux lipidiques présents dans les membranes (Neel et al., 2005). 

 

4. Le trafic vésiculaire intracellulaire 
 Une fois internalisé dans ce qu'on appelle les endosomes précoces, plusieurs 

voies du trafic vésiculaire des GPCR peuvent être utilisées dans la cellule. Les 

récepteurs pourront, depuis les endosomes précoces être déphosphorylés, puis être 

recyclés à la membrane plasmique, c'est le processus de recyclage rapide des 

GPCR. Les récepteurs pourront aussi être recyclés via un trafic rétrograde passant 

par l'appareil de golgi (dans la zone Trans-Golgi), on parle de recyclage long des 

GPCR (Nichols, 2002). Le trafic rétrograde est bien moins étudié que les voies de 

recyclage ou de dégradation classique.  Il permet de moduler la vitesse de recyclage 

des récepteurs, mais aussi de former des zones de stockage intracellulaire et stable 

des récepteurs internalisés. Ce trafic a été mis en évidence pour certains GPCR 

comme le récepteur β-adrenergique, mais aussi pour d’autres familles de récepteurs 

(Koliwer et al., 2015; Shewan et al., 2003). Enfin une troisième voie de trafic est 

possible aprés désensibilisation des récepteurs, il s’agit du trafic vers des 
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endosomes tardifs, qui deviendront des lysosomes, et où les récepteurs seront 

dégradés (Figure 16). 

 

 Il existe plusieurs marqueurs spécifiques des differentes voies du trafic 

vésiculaire intracellulaire. Parmi eux, un des acteurs importants dans le trafic 

vésiculaire des GPCRS est représenté par la famille des Rab GTPases. Ces 

protéines Rab participent à la régulation de la dynamique des membranes et sont 

essentielles pour la régulation du trafic. L’expression differentielle des protéines Rab 

dans les vésicules permettent de suivre le recyclage rapide, long, ainsi que la 

degradation des récepteurs internalisés (Darchen and Goud, 2000; Hutagalung and 

Novick, 2011; Wiesner et al., 2013) (Figure 16). D’autres marqueurs tout aussi 

importants existent pour les differentes vesicules, comme EEA1 (marqueur des 

endosomes précoces), Lamp-1 (marqueur des lysosomes) ou encore Syntaxin6 

(marqueur du recyclage long passant par le Trans-Golgi). 

 

 

Figure 16: Les differentes voies du trafic vesiculaire et expression des proteines Rab 
EE: Early Endosome; RE: Recycling Endosome; LE: Late Endosome;  

TGN : Trans Golgi Network, d’apres Wiesner C et al. 2013 
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5. CXCR3 

a) Les isoformes CXCR3-A, CXCR3-B et CXCR3-alt 
 Fixant les chimiokines CXCL4, CXCL4L1, CXCL9, CXCL10 et CXCL11, le 

récepteur CXCR3 se trouve être le principal récepteur des chimiokines ELR-. 

Cependant, les études d'intéraction avec CXCR3 sont complexes à cause de la 

présence de trois isoformes : CXCR3-A, CXCR3-B et CXCR3-ALT. Ces variants 

d'épissage alternatif identifiés chez l'Homme, n’existent pas chez la souris. La 

découverte de CXCR3-B, retrouvé principalement dans les cellules endothéliales, a 

permis une meilleure compréhension de la façon dont les chimiokines ELR-, 

notamment CXCL4, exercent leurs effets anti-angiogéniques (Lasagni et al., 2003; 

Romagnani et al., 2001). CXCR3-B possède aussi des fonctions anti-proliférative et 

apoptotique dans les cellules tumorales (Datta et al., 2010; Hu et al., 2015; Kim et al., 

2002; Petrai et al., 2008; Wu et al., 2012). Au contraire, CXCR3-A se trouve être un 

récepteur pro-tumoral, bien qu'il fixe des chimiokines ELR-. En effet, des études 

montrent que CXCR3-A induit la prolifération, la migration ainsi que la survie 

cellulaire (Wu et al., 2012). Etant bien moins exprimé que les autres isoformes in 

vivo, le rôle de l'isoforme CXCR3-ALT n'est encore que très peu connu. Ce dernier 

se retrouve toujours au niveau des membranes cellulaires et montre toutefois des 

effets chimioattractants via la fixation de CXCL11 (Ehlert et al., 2004).  

 

b) Structures des isoformes de CXCR3 
 CXCR3 est un GPCR possédant une partie amino-terminal extracellulaire, 3 

boucles extracellulaires ainsi que 3 boucles intracellulaires, toutes séparée par 7 

domaines transmembranaires, et enfin une partie carboxy-terminal intracellulaire. De 

manière conservée avec les récepteurs aux chimiokines, CXCR3 possède deux 

cystéines spécifiques, une à l'extrémité amino-terminale, et l'autre sur la troisième 

boucle extracellulaire formant ainsi un pont disulfure essentiel pour la fixation de la 

chimiokine et l'activation du récepteur (Karnik et al., 2003). La deuxième boucle 

intracellulaire possède le motif DRYLAIV, qui est essentiel pour le couplage avec les 

protéines G. Les fonctions de CXCR3 sont induites par différents domaines, et 

notamment, des études ont montré que la sulfatation de résidues tyrosine dans le 

domaine amino-terminale de CXCR3 est essentielle pour la fixation et l'activation du 

récepteur par le CXCL9, CXCL10 et CXCL11 (Colvin et al., 2004, 2006) 
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 Le gène de CXCR3 subit un épissage alternatif menant à la formation de ces 

trois isoformes. Ces dernières différent dans leurs parties carboxy- ou amino-

terminal. Notamment, CXCR3-B posséde une partie amino-terminale plus grande 

que celle du CXCR3-A de 52 acides aminées (Lasagni et al., 2003). Au contraire, 

CXCR3-ALT possède la même partie amino-terminale, mais possède une partie 

carboxy-terminal tronquée, ce qui entraine l'absence de plusieurs domaines 

transmembranaires (Figure 17). 

 

6. Implication de CXCR3 dans la biologie des cancers 
 Bien que les ligands de CXCR3 soient très largement décrits pour leurs 

fonctions angiostatiques, ils sont aussi de plus en plus étudiés dans le 

développement tumoral du fait de leurs récepteurs CXCR3. En effet, une 

augmentation de l'expression de CXCR3 a été trouvée dans de nombreux cancers 

humain, décrivant CXCR3 comme un facteur de mauvais pronostique dans le cancer 

du sein, du colon, du rein et dans les glioblastomes (Ma et al., 2009; Murakami et al., 

2013; Pu et al., 2015; Walser et al., 2006). Dans le cancer du rein, des études 

montrent que la balance d'expression entre les isoformes de CXCR3 est en faveur de 

CXCR3-A et induit des effets pro-tumoraux (Datta et al., 2008). Cependant, la sur-

expression de CXCR3-B dans les cellules de ce même cancer inhibe la prolifération 

Figure 17: Structures des isoformes de CXCR3, d'après Billottet et al. 2013 
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cellulaire et favorise les processus d'apoptose (Datta et al., 2010). De même, dans le 

cancer gastrique, l'expression de CXCR3-B est un facteur de pronostique favorable 

(Hu et al., 2015). De ce fait, CXCR3-B semble inhiber le développement tumoral et la 

formation de métastases alors que CXCR3-A apparait comme un récepteur pro-

tumoral. Ainsi, le profil d’expression de ces deux variants module grandement les 

effets de leurs ligands sur la croissance tumorale. 

 

 Le récepteur CXCR3 semble aussi impliqué dans les processus d'invasion 

tumoral et de formation de métastase. En effet, l'expression de CXCR3 dans les 

cancers du colon, du sein ou de la peau accélère la formation de métastases et de 

nodules lymphatiques (Kawada et al., 2004; Ma et al., 2009). De plus, ce récepteur 

est exprimé par les cellules tumorales mammaires, et des études ont pu montrer son 

importance dans la formation de métastases pulmonaires dans le cancer du sein 

(Walser et al., 2006). CXCR3 est aussi impliqué dans la formation de métastases 

pulmonaires dans les ostéosarcomes et son inhibition par un antagoniste chimique 

l'AMG487 permet la diminution de ces métastases dans un modèle murin 

d'ostéosarcome (Cambien et al., 2009; Pradelli et al., 2009). 

 

 Après stimulation de CXCR3 et de ses protéines G par les différentes 

chimiokines, les voies de signalisations activées sont très variées et jouent sur la 

phospholipase C, la PI3K ou sur les voies des MAPK (Bonacchi et al., 2001; 

Brightling et al., 2005; Shahabuddin et al., 2006). Les isoformes de CXCR3 activant 

des voies totalement opposées, des études ont été menées afin de déterminer les 

protéines G mobilisées suite à l'activation de ses isoformes. Ainsi, CXCR3-A 

mobiliserait principalement des protéines Gα-i/o ou Gα-q activant des voies pro-

tumorale comme PI3K/Akt ou les voies MAPK (ERK, JNK) dans les cellules de 

glioblastome par exemple (Maru et al., 2008), ou encore dans le cancer de la 

prostate avec le recrutement des protéines Gα-q et l'activation de la phopholipase C 

et des voies de l'invasion tumorale (Wu et al., 2012). Au contraire, l'isoforme CXCR3-

B inhiberait la prolifération et la migration cellulaire via le recrutement de protéine 

Gα-S activant l'adénylate cyclase. En effet, la formation d'AMPc via l'activation de 

l'adénylate cyclase induit la stimulation de la protéine kinase A (PKA), un puissant 
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angiostatique qui inhibe la prolifération des cellules endothéliales et active leur 

apoptose (Kim et al., 2002) (Figure 18). 

 

 La stimulation de l'isoforme CXCR3-ALT a pour conséquence d'activer les 

voies de MAPK/ERK ainsi que la phosphorylation de AKT, bien que aucun lien ne 

prouve son implication dans la prolifération cellulaire (Korniejewska et al., 2011). 

  

 L'ensemble des données relatives à CXCR3 lui suggère un rôle central dans la 

progression tumorale. Plusieurs études montrent clairement que le ligand de CXCR3, 

le CXCL10, est exprimé par les cellules de glioblastomes murines et humaines (Liu 

et al., 2011; Maru et al., 2008; Sharma et al., 2016). De plus, l'expression de ce 

ligand, ainsi que de CXCR3 lui-même, est augmentée dans les gliomes de grade III 

Figure 18: Les voies de signalisations activées par les isoformes CXCR3-A ou 
CXCR3-B, d'après Billottet et al. 2013 
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et les glioblastomes (Maru et al., 2008; Pu et al., 2015; Sharma et al., 2016). 

Plusieurs études supportent donc le rôle de CXCR3 et de ses ligands dans la 

progression du glioblastome, un cancer où la decouverte de nouveaux biomarqeurs 

de la progression tumorale est une réelle necessité. L'inhibition pharmacologique de 

CXCR3 sur modèle murin permet de diminuer la progression du glioblastome, faisant 

de CXCR3 une potentielle et nouvelle stratégie thérapeutique (Liu et al., 2011). 

Cependant, la discrimination des isoformes, ainsi que les mécanismes d'actions de 

CXCR3 restent à ce jour peu connu. 

 

III. Implication de LRP1 dans le cancer 
 

A. LRP1 : Origine, structure et maturation 
 

1. La famille des récepteurs au LDL 
 Les lipoprotéines sont des molécules de haut poids moléculaire, composées 

de lipides et de protéines nommées apolipoprotéines. Circulantes dans le sang, les 

lipoprotéines permettent le transport des composés hydrophobes et insolubles, les 

lipides. 

 

 Différentes lipoprotéines existent et sont classées selon leur densité. En effet, 

plus le ratio lipides/protéines sera élevé, plus la densité sera faible. On distingue 

ainsi la famille des HDL (« High Density Lipoprotein »), des LDL («  Low Density 

Lipoprotein ») ou encore des VLDL (« Very Low Density Lipoprotein »). Les LDL 

étant fortement composées d'esters de cholestérol, la famille des LDL est essentielle 

pour le métabolisme cellulaire. Les  cellules expriment des récepteurs membranaires 

reconnaissant les LDL, les internalisant et libérant, après digestion lysosomale, le 

cholestérol dans la cellule. Historiquement, le récepteur au LDL nommé LDLR a été 

identifié dans les cas d'hypercholestérolémie associée aux maladies 

cardiovasculaires (Brown MS et al. 1986). Diverses études ont par la suite pu établir 

le rôle des LDLR se trouvant mutés dans les cas d'hypercholestérolémie familiale 

(Kajinami K, et al. 1988).  
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 De nos jours, chez les mammifères, la famille des récepteurs au LDL 

comporte 7 membres : le LDLR, LRP1, LRP1b,  la mégaline (ou LRP2, ou gp330), le 

VLDLR (very-LDLR), l'ApoER2 (Apolipoprotein E Receptor 2 ou LRP8) et MEGF7 (ou 

LRP4) (May et al., 2007) (Figure 19). 

 

 Le LDLR, protéine d’environ 150 kDa, est principalement exprimé dans le foie 

où il agit sur le métabolisme du cholesterol. Au contraire, les autres membres de 

cette famille ont une expression tissulaire plus large, suggérant des rôles plus 

diversifiés. Le VLDLR (140-180kDa) ainsi que l'ApoER2 (74 kDa) ont une structure 

similaire au LDLR. Ces deux récepteurs régulent des voies de signalisation 

essentielles pour le développement du cerveau, le positionnement des neurones et la 

neurotransmission dans le cerveau adulte (Beffert, 2003; D’Arcangelo, 2005). 

 

Figure 19: Les membres de la famille des récepteurs au LDL,  
d'après Lillis AP et al. 2008 
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 LRP1 (« Low density lipoprotein Related Protein 1 ») est une protéine de 600 

kDa faisant d'elle la plus grosse protéine de la famille des récepteurs au LDL. LRP1, 

aussi connu sous le nom de CD91 ou « Alpha2-macroglobulin receptor », est une 

protéine ubiquitaire multifonctionnelle (Herz and Strickland, 2001). Ces deux 

fonctions biologiques les plus importantes caractérisées à ce jour sont celle du 

processus d'endocytose et celle de la régulation de voies de signalisation. 

Partageant plus de 60% d'homologie avec LRP1, LRP1b est une protéine d’environ 

500 kDa. Ses fonctions sont peu connues, mais LRP1b semble avoir des fonctions 

de gène suppresseur de tumeur dans certains cancers notamment le glioblastome 

(Tabouret et al., 2015). La mégaline (LRP2 ou encore gp330), est un récepteur 

endocytique fixant de nombreux ligands et complexes de protéases, vitamines ou 

encore des lipoprotéines. Elle est exprimée principalement dans les endosomes 

cellulaires mais aussi à la surface des cellules épithéliales des tubes proximaux du 

rein ou elle permet de réguler l'abondance de nombreuses protéines (Zou et al., 

2004). MEGF7 (Multiple EGF-repeat containing protein 7), ou LRP4, est une protéine 

de 250 kDa. Ses fonctions restent méconnues mais des études utilisant des souris 

KO pour MEGF7 suggèrent un rôle dans le développement embryonnaire (Johnson, 

2005). 

 

2. Organisation structurale de LRP1 
 Durant sa biosynthèse, LRP1 est initialement sous la forme d'un précurseur de 

600 kDa. Lors de son passage dans l'appareil de Golgi il sera clivé par une protéine 

convertase, la furine, en deux sous unités non covalentes : on parle de chaine alpha 

(515kDa) et de chaine beta (85 kDa). Après clivage, LRP1 sera adressé à la 

membrane où la chaine alpha correspondra à la partie extracellulaire, et la chaine 

beta sera la partie transmembranaire et intracellulaire. Le domaine 

transmembranaire de LRP1 (environ 25 acides aminés) permet son ancrage à la 

surface des cellules ainsi que le couplage entre partie extra- et intra-cellulaire. 

 

 De manière similaire aux autres membres de la famille des récepteurs au LDL, 

LRP1 présente certaines caractéristiques structurales : des motifs NPxY, des 

domaines composés de séquences riches en cystéine nommées « cysteine-rich 

complement-type repeats » (ou « Ligand binding type repeat ») des domaines de 
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répétition à l'EGF, des domaines homologues aux précurseurs à l'EGF, et des 

domaines de type β-propeller (Lillis et al., 2008) (Figure 20). 

 

 

a) Le domaine extracellulaire 
 Tous les membres de la famille des récepteurs au LDL possèdent ces 

domaines de répétitions riches en cysteines de type complément (CR), aussi appelés 

domaines de liaison aux ligands. Ces domaines sont sur la partie extracellulaire de 

LRP1 et se regroupe en 4 clusters (cluster I à IV). Des études utilisant des mini-

récepteurs LRP1 contenant chacun un cluster ont pu montrer que la plupart des 

ligands fixent les clusters II et/ou IV (Neels et al., 1999; Obermoeller-McCormick et 

al., 2001; Willnow et al., 1994). Par exemple, on peut citer la liaison entre le 

recepteur CD44 et le cluster IV de LRP1 (Perrot et al., 2012), la liaison entre la 

protéine TIMP-1 et les clusters II / IV de LRP1 (Thevenard et al., 2014), ou encore la 

liaison entre le facteur de coagulation Von Willebrand et les clusters II / IV de LRP1 

(Saenko et al., 1999) 

 

Figure 20: Les différents domaines 

de LRP1, d'après Herz J et al. 

2001 
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 Les clusters contenant les domaines CR sont séparés physiquement par 4 

autres domaines composés de séquences homologues à celles du précurseur de 

l'EGF et encadrant des domaines dit β-propeller. Ces derniers sont des motifs 

d'acides aminés YWTD qui permettent la séparation de LRP1 avec ses ligands. En 

effet, lors de l'internalisation de LRP1 couplé avec son ligand dans les lysosomes, le 

faible pH permet la fixation compétitive des domaines β-propeller sur les domaines 

CR de LRP1, induisant la séparation des ligands (Davis et al., 1987). 

 

b) Le domaine intracellulaire 
   Après fixation des ligands au niveau extracellulaire, LRP1 peut  induire 

l'internalisation du complexe et/ou réguler des cascades de signalisations 

spécifiques. Le domaine cytoplasmique est quant à lui reconnu pour interagir avec de 

nombreuses molécules adaptatrices et avec des protéines impliquées dans la 

signalisation intracellulaire ou le trafic vésiculaire (Lillis et al., 2008) (Table 6). 

 

Table 6: Exemple de protéines interagissant avec le domaine intracellulaire de 
LRP1 et régulant des voies de signalisation, d'après Herz et al. 2001 
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 Le domaine intracellulaire contient aussi deux motifs dileucine (LL) ainsi que 

deux motifs NPxY. Les motifs LL sont impliqués dans l'endocytose et le trafic 

vésiculaire de LRP1, notamment dans son recyclage (Donoso et al., 2009). Les 

motifs NPxY sont sujets à des phosphorylations sur les résidus tyrosines (les résidus 

4473 ou 4507). LRP1 peut ainsi interagir avec de nombreuses protéines possédant 

des domaines de fixation aux tyrosines phosphorylées (« PhosphoTyrosine-Binding, 

PTP domain ») (Trommsdorff et al., 1998). 

 

3. RAP : protéine chaperonne de LRP1 

a)  Découverte et structure de la protéine RAP 
 La Protéine Associée au Récepteur (RAP, « Receptor-Associated Protein ») a 

été découverte par co-purification avec LRP1 par chromatographie d'affinité 

(Strickland et al., 1990). Elle était tout d'abord décrite comme un polypeptide de 

39kDa pouvant fixer LRP1 avec une haute affinité (Kd = 18nM). Depuis, il a été 

montré que RAP est une protéine séquestrée dans le réticulum endoplasmique 

pouvant fixer plusieurs domaines de LRP1 et a été caractérisée comme la protéine 

chaperonne de LRP1, essentielle pour sa maturation. 

 

 La structure de RAP, possédant trois grands domaines distincts (D1, D2 et 

D3), fut proposée en 1995 en se basant sur des données prédictives de modélisation 

(Bu et al., 1995). Depuis, la cristallisation des domaines D1, D2 et D3 a pu être 

effectuée par spectroscopie à Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) et par 

cristallographie aux Rayons X (Lee et al., 2006, 2007; Wu et al., 2004). Les 

domaines sont composés de trois hélices alpha et sont connectés entre eux par des 

longues boucles flexibles permettant à RAP d'adopter de nombreuses conformations 

différentes en solution (Figure 21). 
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b) Rôle de RAP 
 La première fonction de RAP a été découverte via l'utilisation de souris 

déficientes pour cette protéine (Willnow et al., 1995). Ces souris montrent une 

réduction de l'expression de LRP1 mature et fonctionnelle dans le cerveau ainsi que 

dans le foie. LRP1 permettant la degradation de l'alpha2 macrogloguline, un 

inhibiteur très conservé de protéases, la fonctionnalité de LRP1 a été vérifiée en 

mesurant la quantité de cette protéase circulante dans le foie. Ces expériences ont 

permis de valider le rôle de protéine chaperonne de RAP pour LRP1. RAP est une 

protéine possédant un motif HNEL dans son domaine C-terminal ce qui entraine sa 

séquestration dans le réticulum endoplasmique. De ce fait, la maturation de LRP1 

par le RAP s'effectue lors du passage de LRP1 dans le reticulum endoplasmique 

(RE) (Bu et al., 1995). RAP accompagne LRP1 du RE à l'appareil de Golgi puis se 

dissocie de LRP1. Cette balance liaison/dissociation de RAP avec LRP1 est finement 

régulée par des changements de charge sur le domaine D3 de RAP. En effet, la 

diminution de pH ayant lieu au cours de la voie sécrétoire induit une augmentation 

positive de la charge d’une région du domaine D3, grâce à la présence de résidus 

histidines, ce qui permet la dissociation de RAP avec LRP1.  

 

Figure 21: Modélisation des domaines de RAP, d'après Lillis AP et 
al. 2008 
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 RAP pouvant se fixer avec une affinité très forte sur LRP1, une autre fonction 

de cette protéine a pu être mise en évidence, celle d'antagoniste compétitif. En effet, 

RAP peut adopter de nombreuses conformations du fait de ses grandes boucles 

flexibles, ce qui lui permet de se fixer à de nombreux endroits de LRP1 et notamment 

sur différents domaines CR (Jensen et al., 2009). Physiologiquement, ceci permet 

d'empêcher la liaison du récepteur avec la plupart de ses ligands. Ainsi, RAP peut 

être utilisé de manière exogène comme un antagoniste de LRP1. 

 

B. LRP1, une protéine multifonctionnelle 
 

 LRP1 interagit avec un grand nombre de protéines (ligands/protéines 

extracellulaires, récepteurs, intégrines, glycosaminoglycanes) mais également avec 

diverses protéines adaptatrices cytoplasmiques (Gonias and Campana, 2014) 

(Figure 22). Cette liaison bi-fonctionnelle (extracellulaire et intracellulaire) fait de 

LRP1 une protéine reconnue comme multifonctionnelle. En effet, LRP-1 n’est pas 

seulement un récepteur de l’endocytose mais également une protéine de la 

signalisation cellulaire.  

 

Figure 22: Carte non 
exhaustive des intéractants 

de LRP1, réalisée par le 
logiciel « Ingenuity 
Interactive Pathway 

Analysis », d'après Gonias 
et al. 2014 
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1. Rôle de LRP1 dans l’endocytose des protéines plasmatiques 
 Le rôle le plus étudié de LRP1 est l'endocytose. En effet, via sa capacité à lier 

un très grand nombre de ligands par son domaine extracellulaire, LRP1 va pouvoir 

internaliser de nombreuses protéines, et permettre leur dégradation par protéolyse  

(Strickland and Ranganathan, 2003).  

 

 Les fonctions de dégradation de LRP1 au niveau hépatique lui confèrent un 

rôle essentiel dans l'homéostasie des protéines plasmatiques. En effet, LRP1 est 

connu pour être le récepteur responsable de la  dégradation hépatique de l’alpha2 

macroglobulin (Sottrup-Jensen, 1989). Cette dernière inactive la majorité des 

protéases dont la plasmine, la thrombine et les métalloprotéinases matricielles. 

L’alpha2 macroglobulin est synthétisée et libérée dans le sang lors de processus 

inflammatoire et son taux chronique élevé est un marqueur de fibrose très important. 

LRP1 a aussi le rôle de dégradation d'autres inhibiteurs de protéase comme les 

inhibiteurs de serine protéase (les serpines). La formation de complexes entre les 

serpines et leurs protéines cibles entrainent leurs reconnaissance par LRP1, mais 

aussi par d'autres récepteurs aux LDL, et induit la dégradation des complexes du 

plasma.  

 

Les facteurs de coagulation sont aussi des cibles plasmatiques de LRP1. 

Notamment le facteur VIII, une protéine clef de la coagulation, qui circule dans le 

sang de manière inactive sous la forme de complexe avec le facteur de Von 

Willebrand. Lors d'un traumatisme vasculaire, le facteur VIII se dissocie du facteur de 

Von Willebrand et devient actif, on parle de facteur VIIIa. Ceci permet une activation 

séquentielle de nombreux facteurs induisant la coagulation, on parle de la cascade 

de coagulation (Fay and Jenkins, 2005). Encore une fois, LRP1 est un récepteur clef 

pour l'internalisation et la dégradation de ce facteur (Saenko et al., 1999). Le LDLR 

est aussi un récepteur jouant dans cette dégradation. L'augmentation prolongée du 

facteur VIIIa dans le sang induit des formes sévères de thrombose. 

 

 En plus de son rôle au niveau hépatique, les fonctions d'endocytose de LRP1 

ont été étudiées au niveau du développement embryonnaire. En effet, le KO global 

pour LRP1 est létal dans les phases précoces du développement. Cette létalité 

s'explique par le fait que les cellules du trophoblaste expriment une protéase 
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nommée uPA (« Urokinase Plasminogen Activator ») qui sera rapidement captée par 

une serpine spécifique : PAI-1. Le complexe uPA/PAI-1 interfère avec l'implantation 

et le développement de l'embryon, et LRP1 est capable de reconnaitre et dégrader 

ce complexe (Herz et al., 1992).  

 

 Les fonctions d'endocytoses de LRP1 sont aussi très largement étudiées dans 

de nombreux contextes pathologiques comme dans la maladie d'Alzheimer ou le 

cancer, que nous détaillerons après. 

 

2. Rôle de LRP1 dans l’intégrité vasculaire 
 L'athérosclérose se caractérise par le dépôt massif de LDL (ou plaque 

d’athérome) sur la paroi des artères. Ceci peut entrainer la lésion de la paroi 

vasculaire, l’obstruction ou la rupture du vaisseau. La génération de souris 

déficientes pour LRP1 spécifiquement dans les cellules musculaire lisses (CML), a 

montré que LRP1 a un rôle essentiel dans l'intégrité de la paroi vasculaire et un rôle 

protecteur contre l'athérosclérose (Boucher et al., 2003).  

 

 Lors d’une atteinte de l’intégrité vasculaire, les cellules endothéliales secrètent 

un facteur permettant aux CML de proliférer et migrer afin de rétablir l’intégrité 

vasculaire, il s’agit du « Platelet-Derived Growth Factor » (PDGF), notamment de la 

forme PDGF-bb. Lors du développement de l’athérosclérose, les cellules 

endothéliales sont endommagées et le niveau de PDGF actif est grandement 

augmenté. La prolifération non contrôlée et anarchique des CML par le PDGF 

entraine la formation des plaques d’athérome, et ceci est réversible en inhibant 

l’action du PDGF  (Ferns et al., 1991). La délétion du gène de LRP1 dans les CML 

entraine une forte activation du récepteur au PDGF, le PDGFR-β, et mène à ce 

phénotype d’athérosclérose (Boucher et al., 2003). Des études ont pu mettre en 

évidence que le PDGF-bb se fixe sur la partie extracellulaire de LRP1 entrainant par 

l’intermédiaire du PDGFR-β, la phosphorylation du domaine NPxY de LRP1. Ceci 

entraine, via le recrutement de protéines adaptatrices comme la protéine SHC, 

l’internalisation du complexe LRP1-PDGFbb-PDGFRβ vers des voies de dégradation 

(Loukinova, 2002; Zhou et al., 2009) (Figure 23). La modulation physiologique de 

l’activation du PDGFR-β via LRP1 permet la protection vasculaire, et démontre un 
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important rôle pour LRP1 en tant que co-récepteur de récepteur membranaire dans 

les CML. 

 

 En plus de son rôle sur l'hyperplasie endothéliale, le PDGF-bb peut se fixer au 

PDGFR-β présent au niveau des cellules murales (CML et péricytes) et est impliqué 

dans le recrutement de ces cellules et le maintien de la stabilité vasculaire (Hellström 

et al., 1999). Il a été montré que la sphingosine-1-phosphate (S1P) est impliqué dans 

la modulation de la réponse au PDGF-bb (Hobson et al., 2001; Liu et al., 2000). Ses 

récepteurs S1PR1 ou S1PR2 sont présents principalement dans les cellules 

endothéliales (pour S1PR1) ou dans les CML (pour S1PR2), et induisent des effets 

biologiques opposés. S1PR1 et S1PR2 activent la GTPase RAC1 via la protéine Gi 

et augmente la migration cellulaire. S1PR2 peut aussi inhiber cette même GTPase 

via la protéine Gq et ainsi inhiber la migration cellulaire (Goparaju et al., 2005; 

Figure 23: Formation du complexe LRP1-PDGFbb-PDGFRb par l'intermédiaire 
de la protéine adaptatrice SHC, d'après Loukinova et al. 2002 
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Okamoto et al., 2000). Il a été montré que la migration induite par le PDGF-bb peut 

être inhibée par co-traitement au S1P. De même, après utilisation d'un antagoniste 

du S1PR2 (le JTE-013), le S1P n'est plus capable d'inhiber la migration induite par le 

PDGF-bb, et va même augmenter cette migration via le S1PR1 (Nakajima et al., 

2014). De manière extrêmement intéressante, après extinction de l'expression de 

LRP1, le S1P n'est plus capable d'inhiber cette migration, et l'antagoniste JTE-013 

n'induit plus aucun effet, suggérant que les effets inhibiteurs du S1PR2 sont liés à 

LRP1 (Nakajima et al., 2014). LRP1 n'interagit avec aucun des récepteurs du S1P, 

mais a été caractérisé comme un intégrateur de voie de signalisation de ce dernier 

via la modulation de l'activation de la protéine Gi. En effet, l'inhibition de la protéine 

Gi par la toxine pertussique est capable de récapituler les effets de LRP1 dans des 

cellules déficientes pour LRP1. Ainsi, en présence de LRP1, le S1P va activer le 

S1PR2 et la protéine Gq (LRP1 inhibant l'activation de la protéine Gi) et induire 

l'inhibition de la migration liée au PDGF-bb (Nakajima et al., 2014) (Figure 24). 

 

Figure 24: LRP1, un intégrateur des voies de signalisation du S1P via la 
modulation de l'activité des protéines G, D'après Nakajima et al. 2014 
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  Ainsi, via sa directe interaction et internalisation avec le complexe 

PDGFbb-PDGFRβ (Boucher et al., 2003; Loukinova, 2002; Zhou et al., 2009), mais 

aussi via son rôle sur la protéine Gi et l'activation des récepteurs au S1P (Nakajima 

et al., 2014), LRP1 est un récepteur essentiel pour la régulation de l'homéostasie 

vasculaire, et assure la protection vasculaire tant au niveau des cellules 

endothéliales qu'au niveau des cellules murales. 

 

3. LRP1, régulateur de la barrière hémato-encéphalique 

a) Expression de LRP1 dans le cerveau 
LRP1, comme d’autres membres de la famille des récepteurs au LDL, est très 

fortement exprimé dans le cerveau, notamment au niveau des astrocytes, des 

péricytes et des neurones (Lillis et al., 2008). LRP1 est impliqué dans de 

nombreuses fonctions essentielles et des défauts au niveau de son expression sont 

liés à certaines pathologies. En effet, bien que son implication soit controversée, 

certaines évidences définissent le rôle de LRP1 dans l’apparition de la maladie 

d’Alzheimer, et notamment par son action sur un peptide spécifique : le peptide 

amyloide B (AB) (Selkoe, 1999). LRP1 va pouvoir internaliser le précurseur du 

peptide AB, et le cliver en peptide AB dans les cellules neuronales (Kounnas et al., 

1995; Ulery and Strickland, 2000). Décrite depuis 1907 par Aloïs Alzheimer, la 

neuropathologie associée à la maladie d'Alzheimer est de nos jours principalement 

décrite par deux facteurs : la formation de dépôts extracellulaires composés 

essentiellement du peptide AB, aussi appelés plaques amyloides ou plaques séniles, 

mais aussi par la dégénérescence neurofibrillaires liée à la protéine Tau 

phosphorylée que nous ne détaillerons pas. L'activation et la formation de peptide AB 

actif via LRP1 le décrit comme un promoteur de la maladie d’Alzheimer. Cependant 

si on ne se focalise pas au rôle de LRP1 dans les neurones, mais que l’on regarde 

au niveau de la barrière hémato-encéphalique (BHE) globale, LRP1 favorise l’efflux 

du peptide AB afin de limiter son expression dans le cerveau (Ulery and Strickland, 

2000), lui conférant cette fois un rôle protecteur contre cette maladie. 
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b) Modulation de la barrière hémato-encéphalique 
En jouant sur les efflux de la BHE de certaines protéines, LRP1 est impliqué 

dans le maintien de l’intégrité de cette dernière. La perméabilité de la BHE est 

nécessaire pour l’homéostasie cérébrale. Des études ont montré que la protéine t-Pa 

(« Tissue-type Plasminogen activator ») régule cette perméabilité et que 

l’augmentation de son expression induit une hausse de la perméabilité de la BHE 

(Yepes et al., 2003). L'utilisation de souris KO, ou d'inhibiteurs pharmacologiques ont 

permis de prouver que l'action du t-PA sur la perméabilité de la BHE est uniquement 

dépendante de son activité protéolytique (Yepes M et al. 2003). En effet, l'utilisation 

de la neuroserpine, un inhibiteur de l'activité protéolytique du t-PA bloque 

l'augmentation de la perméabilité de la BHE. Cependant, l’ajout d’inhibiteur de LRP1 

comme le RAP ou même d’anticorps bloquant de LRP1 empêche également cette 

augmentation de perméabilite. LRP1 apparait donc essentielle dans la régulation de 

la perméabilité de la BHE induite par le t-Pa (Yepes et al., 2003). Les mécanismes 

d'action par lesquelles LRP1 transduit les effets du t-PA restent méconnus. Plusieurs 

hypothèses ont été suggérées. Il se pourrait que la fixation du t-PA sur LRP1 

entraine le clivage d'un substrat du t-PA entrainant cette signalisation. Il pourrait 

également s'agir de la partie intracellulaire de LRP1 elle-même, caractérisée comme 

pouvant être relarguée de la membrane par un clivage protéolytique et pouvant 

réguler certaines voies de signalisation (May, 2002). Enfin, il pourrait aussi s'agir de 

l'activation d'un récepteur de la famille PAR (« Proteinase-Activated Receptor ») 

parmi lesquelles les récepteurs de la thrombine font partie. Cependant, aucune 

interaction entre LRP1 et un GPCR n'a pu être, pour le moment, démontrée.  

 

Ces différentes fonctions de LRP1 sont extrêmement importantes sachant que 

le t-PA est un agent thrombolytique utilisé en thérapie malgré ces effets secondaires 

d'induction ou d'aggravation d'hémorragie intracérébrale (The National Institute of 

Neurological Disorders and Stroke rt-PA Stroke Study Group, 1995). De plus la 

perspective thérapeutique de moduler la perméabilité de la BHE, notamment dans le 

cas des glioblastomes, permettrait l'élaboration de nouvelles molécules cliniquement 

pertinentes, mais aussi de nouvelles stratégies de normalisation vasculaire. Enfin, la 

dysfonction de la BHE peut entrainer de nombreuses maladies neurologiques mais 
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aussi la formation d’œdèmes cérébraux, il est donc essentiel de bien comprendre les 

mécanismes d'actions pouvant réguler sa perméabilité. 

 

4. Les voies de signalisation régulées par LRP1 
 Décrit en premier lieu uniquement comme un récepteur d'endocytose, il est 

désormais clair que LRP1 peut interagir avec de nombreuses protéines 

cytoplasmiques régulant des voies de signalisations spécifiques. Cet interaction se 

fait via le domaine intracellulaire de LRP1 (chaine β de LRP1), qui, comme expliqué 

précédemment, possède deux domaines NPxY capables de fixer des protéines à 

domaines PTP (Trommsdorff et al., 1998). De nombreuses protéines ont de nos jours 

été identifiées comme pouvant interagir avec LRP1 et moduler les voies de 

signalisation, comme la protéine Disabled-1 jouant dans la migration des cellules 

neuronales pendant le développement du cerveaux, ou encore la protéine SHC 

connu comme activateur de la voie de signalisation Ras/MAPK (Barnes et al., 2001). 

Le nombre de ligands pouvant ainsi interagir avec LRP1 souligne le rôle important de 

ce dernier dans de nombreuses pathologies (Table 6) (Herz and Strickland, 2001). 

 

 De plus, d'autres études montrent clairement que LRP1 agit comme un 

régulateur de la voie des protéines kinases, activant MAPK/ERK et inhibant  des 

protéines impliquées dans les processus d'inflammation et d'apoptose comme 

SAPK/JNK (Stress-Activated Protein Kinase/c-Jun N terminal Kinase) (Langlois et al., 

2010). Par utilisation d'inhibiteurs spécifiques de ces kinases (U0126 pour ERK et 

SP600125 pour JNK), les auteurs ont pu montrer que via la modulation de ces voies 

de signalisation, LRP1 est fortement impliqué dans la dynamique de désassemblage 

des structures d'adhésions cellulaires, permettant de maintenir les cellules dans un 

état d'adhérence favorable aux processus d'invasions tumorales (Langlois et al., 

2010). 

 

 La découverte d'une forme soluble de LRP1 dans le plasma a permis de 

mettre en évidence le clivage de LRP1 et son relarguage de la membrane cellulaire 

(Quinn et al., 1997). En plus de libérer la forme soluble tronquée dans le plasma, ce 

clivage protéolytique libère la partie intracellulaire de LRP1 dans le cytoplasme et 

permet de réguler l'abondance de LRP1 à la membrane cellulaire. Ceci est effectué 
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par une enzyme de type γ-secretase qui permet de libérer la forme intracellulaire de 

LRP1 de 55kDa, mais aussi de réguler les voies de signalisation de LRP1 par 

différents processus (May, 2002). En effet, la partie intracellulaire peut recruter de 

nombreuses protéines comme expliqué ci-dessus, et la libération de la partie 

intracellulaire permet de transloquer le complexe dans des zones cibles de la cellule. 

Cette translocation peut même avoir lieu dans les noyaux cellulaires afin de réguler 

la transcription de gènes spécifiques. Il a notamment été montré que la forme 

intracellulaire clivée de LRP1, une fois dans les noyaux, permet l'inhibition de la 

transcription des gènes pro-inflamatoires activés par les lipopolysaccharides (LPS), 

ceci via l'export nucléaire du facteur de transcription activé par les LPS, IRF3 (« 

Interferon Regulatory Factor 3 ») (Zurhove et al., 2008). Ainsi, en plus de réguler 

l'activation de voie de signalisation, LRP1 est aussi capable de réguler directement la 

transcription de certains gènes en réponse à son clivage protéolytique (Figure 25). 

Figure 25: Inhibition de la traduction des cytokines pro-inflamatoires induite par le LPS via le 
clivage et le relarguage de la partie intracellulaire de LRP1, d'après Zurhove et al. 2008 
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5. Implication de LRP1 dans la progression tumorale 
 De part sa fonction d'internalisation et de dégradation de protéases 

extracellulaires, LRP1 participe activement à la progression tumorale. Les protéases 

les plus étudiées dans ce contexte sont les métalloprotéinases matricielles (MMPs) 

et le système urokinase/plasminogène (uPA). De plus, via sa capacité à moduler 

l'activation de certaines protéines de signalisation cellulaire, LRP1 est impliqué dans 

les processus biologiques tumoraux tels que la prolifération, la migration et l'invasion 

cellulaire. 

 

a) Les protéases matricielles 
 Bien que la protéolyse et la migration à travers différents tissus soient des 

fonctions cellulaires physiologiques, il est clairement établi qu'une caractéristique 

commune aux cellules cancéreuses est leur capacité à sécréter des enzymes 

protéolytiques lors de l’invasion et de l’angiogenèse tumorale. La corrélation positive 

entre l'agressivité tumorale et le niveau de protéases est bien documentée 

(Coussens and Werb, 1996; Egeblad and Werb, 2002; Rao, 2003). 

 

Il existe 8 grandes familles de MMP, dont 1 famille de MMPs transmembranaires 

(MT-MMP pour « Membrane Type-Matrix Metalloproteinases »). Leurs substrats sont 

variés et permettent une dégradation de la plupart des composants de la matrice 

extracellulaire (Figure 26). 

 

Figure 26: Les différents substrats des MMPs 
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Les MMPs sont synthétisées sous une forme inactive "pré-pro-MMP". Le domaine 

"pré" constitue un peptide signal permettant l'adressage des MMPs vers le RE lors de la 

traduction. Le site catalytique de ces enzymes contient un domaine de fixation au Zinc qui 

va interagir avec le domaine thiol (SH) du domaine "pro" de la MMP. Cette fixation 

entraine une conformation particulière de la pro-enzyme, la rendant inactive. La rupture de 

cette interaction se fait par clivage du domaine "pro" de la MMP entrainant un 

réarrangement structural faisant apparaitre les domaines protéolytiques actifs (Bergers 

and Coussens, 2000). Ce clivage peut être réalisé par des sérines protéases, par l'uPA 

ou par les MT-MMPs (Danø et al., 1999). La principale fonction des MMPs est la 

dégradation de la matrice extracellulaire, faisant des MMPs des protéases essentielles 

dans les processus d'invasion tumorale, de formation de métastases mais aussi au niveau 

de l'angiogenèse tumorale (Bergers and Coussens, 2000; Chang and Werb, 2001; 

Egeblad and Werb, 2002). L'activité des MMPs est régulée entre autres par leurs 

inhibiteurs: les protéines de la famille TIMP (« Tissue Inhibitors of Matrix 

Metalloproteinases »). Il existe 4 membres au sein de cette famille (TIMP-1 à TIMP-

4) qui se lient au domaine catalytique des MMPs activées, ce qui entraine une 

inhibition de l’activité protéolytique des MMPs (Baker et al., 2002). Les TIMPs 

peuvent aussi fixer la partie amino-terminale de certaines pro-MMPs afin de réguler 

leurs clivages et leurs activations (Baker et al., 2002). Ainsi, de nombreuses études 

montrent que les TIMPs peuvent inhiber les processus d'invasion in vitro, mais aussi 

la formation de métastases in vivo, et l'angiogenèse (Gomez et al., 1997).  

 

L’uPA est une protéase fortement impliquée dans la dégradation de la matrice 

extracellulaire. Comme pour les MMPs, l'uPA est synthétisée sous forme inactive 

"prépro-uPA". Son peptide signal induit sa sécrétion, et l'activation de la pro-uPA se 

fait par clivage partiel qui permet la formation d'une protéine à deux chaines 

peptidiques covalentes (Ichinose et al., 1986; Petersen et al., 1988). Comme pour les 

MMPs, ce clivage permet l'activation de l'enzyme. L'uPA actif et sécrété permettra 

d'activer par clivage une autre protéase sécrétée, le plasminogène, en plasmine. 

Cette dernière est une serine protéase polyvalente, qui pourra activer les pro-MMPs 

ou encore dégrader la plupart des composants de la matrice extracellulaire. Le 

récepteur à l'uPA, uPAR, via la fixation de son ligand, va permettre de maintenir 

l'uPA à la surface cellulaire et ainsi de faciliter la dégradation du plasminogène en 

plasmine (Zhang et al., 1993), mais aussi de favoriser le clivage de la pro-uPA en 
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protéase active (Ellis and Danø, 1993) (Figure 27), ceci via le recrutement d'enzymes 

extracellulaires spécifiques comme la cathepsine D ou la plasmine elle-même 

(Kobayashi et al., 1991).  

 

 Comme pour les MMPs, les inhibiteurs de l'uPA sont connus : il s'agit des 

protéines PAI (« Plasminogen Activators Inhibitors »). Les protéines PAI se 

composent de 4 membres (PAI-1 à PAI-4). PAI-1, inhibiteur de la famille des 

Serpines, régule le système uPA-uPAR en s'y fixant et en formant un complexe 

ternaire qui va faciliter l'internalisation et la dégradation de l'uPA (Bajou et al., 2001; 

Loskutoff et al., 1999).  

 

b) La dégradation des protéases matricielles par LRP1 
  La capacité de LRP1 à internaliser ses protéases permet de moduler la 

protéolyse de la matrice extracellulaire, et donc, de réguler les processus de 

remodelage de la matrice extracellulaire qui sont essentiels pour le développement 

tumoral. LRP1 régule la dégradation de trois MMPs spécifiques : les MMP-2, 9 et 13. 

Pour les MMPs de type gélatinases (MMP-2 et 9), l'association avec LRP1 se fait via 

Figure 27: Mécanisme d'action du système urokinase plasminogène 
ECM : « Extracellular matrix » 
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la formation d'un complexe ternaire avec les inhibiteurs TIMP-1 ou TIMP-2 (Hahn-

Dantona et al., 2001). Les protéines TIMPs se fixent à LRP1 sur le cluster II et/ou IV 

(Thevenard et al., 2014). Ainsi, en s'associant avec les protéines TIMPs, les MMPs 

vont être reconnues par LRP1, internalisées puis dégradées. Autres que les TIMPs, 

de nombreux co-recepteurs de LRP1 commencent à être découverts et permettent 

l'internalisation de différentes protéines extracellulaires. C'est le cas notamment de la 

Thrombospondine-2 qui, via son interaction avec LRP1, permet l'internalisation et la 

dégradation de la MMP-2 (Yang et al., 2001). 

 

 Comme expliqué précédemment, LRP1 est aussi capable d'internaliser la 

protéase uPA une fois reconnue par son inhibiteur PAI-1, et ainsi permettre 

l'implantation et le développement embryonnaire. Les protéases du système 

plasminogène comme l'uPA sont d’importants médiateurs de la migration et l'invasion 

tumorale via la dégradation de la matrice, et sont très largement étudiés dans la 

progression tumorale. Le complexe uPA-PAI-1 se fixera sur le récepteur de l'uPA 

(uPAR) et le complexe ternaire sera ainsi reconnu par LRP1. uPA sera dégradée 

dans les lysosomes tandis que uPAR sera recyclé à la membrane (Nykjaer et al., 

1997) (Figure 28).  

Figure 28: Internalisation du système uPAR/PAI/uPAR (ou des 
substrats liés aux glycosaminoglycanes comme ApoE) par LRP1, 

d'après Herz and Strickland 2001 
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 Le complexe uPA-uPAR, sans PAI-1 est faiblement internalisé par LRP1, ce 

qui souligne le rôle essentiel de PAI-1 dans la reconnaissance du complexe. De 

récentes études se sont plus particulièrement intéressées aux domaines 

d'interactions et ont pu montrer que 4 acides aminés (des regions CR4, CR5 et CR6) 

de PAI-1 permettaient l'interaction avec le cluster II de LRP1. Les mutations de ces 

acides aminés résultent en un défaut de formation et de dégradation du complexe 

(Gettins and Dolmer, 2016). 

 

c) LRP1, régulateur des adhérences focales 
 Les fonctions d'endocytose de LRP1, et notamment la régulation de la 

dégradation des MMPs et du système uPA font de LRP1 une protéine longtemps 

caractérisée comme anti-tumorale. Néanmoins, de plus en plus d'études nous 

amènent à reconsidérer le statut suppresseur de tumeur de LRP1. En effet, en 

fonction du contexte cellulaire et des ligands impliqués, LRP1 possède également 

des propriétés pro-tumorales. Notamment, par sa capacité à réguler la formation 

d'adhérence focale, LRP1 joue un rôle important dans les capacités pro-migratoires 

et invasives des cellules tumorales. Via la formation d'un complexe 

Thrombonspondin-calréticuline-LRP1, les complexes d'adhérence focale se trouvent 

diminuer, permettant aux cellules de migrer et d'envahir de manière plus efficace 

l'environnement (Orr et al., 2004). Ainsi, les cellules déficientes en LRP1 ont leurs 

capacités migratoires inhibées en raison d'une adhérence accrue à la matrice 

extracellulaire. Ces cellules présentent également une diminution au niveau de la 

formation de frange invasive et de polarisation permettant la migration tumorale 

(Dedieu et al., 2008). Les complexes d'adhérences focales sont composés de 

récepteurs spécifiques, les intégrines. LRP1 interagit avec les différentes intégrines 

afin de favoriser leurs endocytoses. Notamment, il a été montré que LRP1 interagit et 

induit l'internalisation de l'intégrine β1. Ceci permet de moduler négativement la 

dynamique de formation des adhésions focales, entrainant la formation d'un 

microenvironnement favorable pour la migration tumorale (Rabiej et al., 2016). 

 

 



85 
 

d) Implication dans la progression du glioblastome 
 Du fait de sa forte expression dans le cerveau, de son rôle au niveau de 

l'intégrité vasculaire mais aussi de la BHE, le rôle de LRP1 dans la progression du 

glioblastome est de plus en plus étudié. En effet, l'expression de LRP1 est 

augmentée dans les astrocytomes malins, et particulièrement dans les 

glioblastomes, suggérant que LRP1 serait impliqué au niveau de la progression des 

glioblastomes (Yamamoto et al., 1997). De nos jours, bien que son effet anti- ou pro-

tumoral ne soit pas clair, LRP1 apparait comme un régulateur de la progression 

tumoral dans le glioblastome. Des études ont prouvé que LRP1 stimule la migration 

des cellules de glioblastome, non pas en diminuant le nombre d'adhésion focale, 

mais en stimulation l'expression des MMPs actives, allant ainsi à l'encontre de ses 

fonctions d'endocytose des protéases. En effet, inhiber l'expression de LRP1 induit 

une diminution de 30% de l'expression de MMP2 et de 50 % de celle MMP9. Ceci est 

lié à une diminution de l'activité de leurs promoteurs (30% pour MMP2 et 60% pour 

MMP9) (Song et al., 2009).  

 

 En plus de ces effets liés à l'endocytose et à la l'intégrité vasculaire, la 

capacité de LRP1 à réguler certaines voies de signalisation l'implique dans le 

développement de certains cancers. Notamment, dans les cellules de glioblastomes, 

la protéine chaperonne HSP90 a été caractérisée comme pouvant fixer LRP1 et 

induire des voies de signalisation pro-tumorales via l'activation de la voie PI3K/Akt. 

De plus, le complexe HSP90-LRP1 agit comme le co-recepteur du récepteur tyrosine 

kinase à l'éphrine, l'EphA2 (Gopal et al., 2011). L'EphA2 est fortement surexprimé 

dans les glioblastomes, et induit la migration et l'invasion cellulaire de ces cellules 

une fois stabilisé par l'HSP90. Ce mécanisme représente un facteur de mauvais 

pronostique (Wang et al., 2008; Wykosky, 2005). 
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IV. Projet de thèse 

 

 L'intérêt croissant du récepteur CXCR3 et de ses ligands, les chimiokines 

CXC, dans le cancer a conduit notre équipe à étudier les mécanismes d'action et les 

fonctions des isoformes de ce récepteur dans la progression tumorale. Je me suis 

plus particulièrement intéressé aux mécanismes d'action de CXCR3-A, l'isoforme 

pro-tumorale, dans plusieurs lignées cellulaires afin de mieux appréhender ses 

propriétés structurales, biochimiques et fonctionnelles. Un autre récepteur impliqué 

par la réponse induite par le CXCL4 est LRP1. Il a été montré que CXCL4 active les 

cellules endothéliales et inhibe la mégacaryopoïese via l'intermédiaire de LRP1 

(Lambert et al., 2009; Yu et al., 2005). LRP-1 n’est pas seulement reconnu comme 

un récepteur de l’endocytose mais également comme une protéine de la signalisation 

cellulaire. Il est de plus en plus étudié pour ses fonctions de co-récepteur. Mon projet 

de thèse a porté sur le rôle de LRP1 dans l’internalisation de CXCR3 mais également 

en tant que co-récepteur capable de réguler l’activité de CXCR3. Plusieurs études 

ont émergé sur l’implication de ces deux récepteurs dans la progression tumorale 

des gliomes, cependant aucune étude n'identifie LRP1 comme régulateur direct ou 

indirect d’un récepteur aux chimiokines classique tel que CXCR3. Au cours de ma 

thèse, j'ai démontré une interaction physique entre CXCR3-A et LRP1 dans plusieurs 

lignées cellulaires physiologiques et tumorales (lignée de glioblastomes, et cellules 

de patients atteints de glioblastome). J'ai également montré que cette intéraction est 

essentielle dans la régulation de l'activité de CXCR3. 

 

 L'étude des mécanismes d'action de CXCR3-A et l'implication du complexe 

CXCR3 / LRP1 dans le contexte du glioblastome ont constitué la majeure partie de 

mon travail au cours de ces trois années de thèse. Au vu des résultats originaux, j'ai 

pu établir et/ou participer dans de nombreux projets parallèles nous permettant de 

mieux comprendre la biologie de CXCR3 et de son partenaire LRP1. En collaboration 

avec l'équipe du Pr. Shih-Che Sue, et suite aux travaux de plusieurs mois effectués 

dans son laboratoire à Taiwan (Novembre - Décembre 2014, puis Juillet - Aout 

2015), les différences physiques entre les isoformes CXCR3-A et CXCR3-B ont été 

étudiées, ainsi que leurs interactions préférentielles avec les chimiokines CXCL4 et 

son variant CXCL4L1. Toujours dans l’optique de mieux comprendre les différences 
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entre CXCR3-A et CXCR3-B, la technique de résonance plasmonique couplée aux 

ondes guidées (PWR) a été utilisée. Ce projet en collaboration avec le Dr. Isabel 

Alves a permis de caractériser la conformation des récepteurs après activation et de 

suivre en temps réel l’activité de ces protéines membranaires. J'ai également 

contribué à l'étude plus particulière des effets in vitro et in vivo du CXCL4L1 dans la 

progression tumorale du cancer du pancréas, où l’importance de la signalisation 

CXCR3-A / CXCL4L1 dans la cellule tumorale a été mise en évidence (publié dans 

Cancer Research en 2016).  

 

 CXCR3-A apparait, de part nos études, essentiel dans la progression tumorale 

et se caractérise comme un biomarqueur important en cancérologie. De ce fait, le 

développement de nouvelles techniques anti-tumorales ciblant CXCR3 apparait 

comme une intéressante stratégie thérapeutique. Ainsi, en collaboration avec une 

équipe de chimiste dirigée par le Pr. Sébastien Lecommandoux, l'élaboration et le 

développement de nanoparticules composées d'antagonistes spécifiques du CXCR3 

est en cours de réalisation. Les premiers resultats sont prometteurs, ainsi la 

caractérisation de ces nanoparticules pourrait permettre l'élaboration de futures 

stratégies thérapeutiques ciblées. 
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Chapitre I : Mécanisme d’action et rôle biologique 

de CXCR3-A dans la progression tumorale des 

glioblastomes 
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I. Introduction et objectifs de l’étude 
 

Comme décrit en introduction, les glioblastomes font partie des cancers les plus 

agressifs, présentant une survie à 5 ans proche de 0%. La récidive lors du protocole 

de Stupp au Temozolomide constitue le problème principal lors de la prise en charge 

du glioblastome. La forte vascularisation des glioblastomes permet leur 

développement et c’est pour cela que les stratégies secondaires anti-angiogeniques 

ont été mises en place. Les chimiokines CXC peuvent réguler l’angiogenèse 

physiologique et tumorale, et font donc parties de nombreuses études pour le 

développement de nouvelles stratégies thérapeutiques. Cependant, du fait de la 

grande plasticité des glioblastomes, aucune thérapie curative n’est connue à ce jour. 

La recherche de biomarqueur pour le diagnostique précoce, ainsi que pour le 

traitement est essentielle pour la prise en charge du glioblastome. Plusieurs études 

démontrent que l’expression de CXCR3 (Liu et al., 2011; Maru et al., 2008; Sharma 

et al., 2016) ainsi que celle de LRP1 (Song et al., 2009; Yamamoto et al., 1997) 

pourraient jouer un rôle dans la progression et l’invasion tumorale des glioblastomes 

 

L’étude consiste à caractériser l’implication de CXCR3, et plus 

particulièrement de l’isoforme pro-tumorale CXCR3-A, dans la progression des 

glioblastomes. Les mécanismes d’action de l'isoforme demeurent peu connus. Une 

grande partie de l’étude sera donc de caractériser les mécanismes d’action, 

d’activation ou encore de recyclage / dégradation de ce récepteur dans un contexte 

physiologique et tumoral. LRP1, fortement exprimé dans le cerveau, a aussi été 

caractérisé comme régulant la progression tumorale. Nous allons étudier les modes 

d'action de CXCR3-A et son implication dans le developpement du glioblastome, et 

aussi si CXCR3-A est un nouveau co-recepteur de LRP1, ce dernier jouant dans 

l’activité et l’internalisation de CXCR3-A. 
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II. Article I: « New insight into the internalization, recycling and 
activity of the CXC Receptor-3: Role of LRP1 » 

 

L'article a été soumis dans « The Journal of Cell Biology » en octobre 2016. 
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III. Matériels et méthodes supplémentaires 
 

 La plupart des matériels et méthodes ont été expliqués dans l'article I « New 

insight into the internalization, recycling and activity of the CXC Receptor-3: Role of 

LRP1 ». Tous les matériels et méthodes supplémentaires sont décrits ci-dessous. 

 

A. Réactifs  
 

 Total AKT a été acheté chez Ozyme (Ref: 4685S), p-AKT provient de chez 

Cell Signaling Technology (PathScan Multiplex Western Cocktail I, ref: 5301S) et 

l'anticorps 3F10 anti-HA provient de chez Roche (Sigma Aldrich, ref: 11867423001). 

La lectine biotynilée provient de chez Eurobio (« Sambucus nigra lectin, isolated from 

elderberry bark », ref: B-1305). La vimentine provient de chez SantaCruz (ref: 

sc6260). Les anticorps ont été utilisés comme indiqués dans leur fiche technique. La 

solution de gélatine pour zymographie provient de Pan Biotech (Gelatin-Solution 2% 

in PBS, ref : P06-25200). Les amorces utilisées pour les qPCR sont détaillées en 

table 7 

 

 

 L'inhibition de la voie PI3K/AKT a été réalisée par utilisation d'un inhibiteur 

pharmacologique de la sous-unité P110α de la PI3K, le PI-103 (AbCam, ab141361). 

Ce dernier permet de cibler différents composants de la voie PI3K suivant la 

concentration d'utilisation (IC50 : 8 nM pour p110α). Le PI-103 a été utilisé in vitro à 

une concentration de 10nM pendant 1h à 37°C sur nos cellules. 

Table 7: Séquences des amorces utilisées 
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B. La membrane chorioallantoïdienne de l’embryon de poulet 
 

 Les œufs de poulet ont été livrés à 4°C (Couvoir de Cerveloup, Vourey, 

France) et ont été placés 24h à température ambiante. Ils ont ensuite été lavés avec 

des cotons humidifiés et placés dans un incubateur à 37°C et 65 % d’humidité sur un 

système rotatif de 25° toutes les 4h pendant 72h. Les œufs ont été ouverts 3 jours 

après incubation (=J3). Une incision sur la partie latérale de l’œuf a été effectuée afin 

de retirer 5 à 6ml de vitellus et de décoller l’embryon de la partie supérieure de l’œuf. 

Une seconde incision a par la suite été effectuée sur la partie supérieure de l’œuf 

afin de pouvoir créer une zone de travail, et pour visualiser le cœur de l’embryon. 

L’implantation des cellules tumorales a été réalisée 10 jours après incubation (=J10). 

Pour ce faire, un anneau délimitant la zone d’implantation a préalablement été posé 

sur la surface de la membrane chorio-allantoide (CAM) de l’embryon de poulet. La 

CAM a par la suite subit une légère abrasion à l’aide d’un scalpel pour favoriser 

l’implantation des cellules tumorales. Un volume maximun de 30 µl contenant 3 

millions de cellules a été déposé dans l’anneau et le développement tumoral a été 

suivi pendant 7jours (J17). Pour cette expérience deux groupes (de 50 œufs) ont été 

implantés, celui des cellules U87 contrôles (U87-CTRL) et celui des cellules U87 

surexprimant le CXCR3-A (U87-CXCR3A). Des photos de la croissance tumorale ont 

été effectuées tous les jours. L’expérience a été arrêtée à J17 et les CAM / tumeurs 

contenues dans l’anneau ont été prélevées et incluses en OCT (« Optimum Cutting 

Temperature »), ou directement congelées dans l’azote afin d’en extraire les ARNs et 

protéines. Les échantillons ont été conservés à -80°C. 

 

C. Immunofluorescence sur CAM 

 

 Les tumeurs incluses en O.C.T. ont été coupées à -20°C avec un cryostat. Les 

coupes de 10µm ont été déposées sur des lames gélatinisées et ont été conservées 

à -80°C après séchage. Les coupes ont été mises à température ambiante pendant 

10 minutes pour permettre l’évaporation de l’eau. Les coupes ont été fixées au 

paraformaldehyde (PFA) 4% pendant 10minutes. Après 2 rinçages au PBS, les 

coupes ont été perméabilisées 15 minutes à température ambiante avec une solution 
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de PBS 0,1% Triton X-100. Par la suite, les coupes ont été saturées pendant 1h avec 

du PBS 0,1% Triton X-100 et 5% BSA. Les anticorps ont été utilisés au 1/400 dans 

du PBS 0.1%Triton X-100 et 0.1% BSA et laissé toute la nuit sur les coupes à 4°C. 

Après 3 lavages au PBS, les anticorps secondaires ont été dilués au 1/400 et utilisés 

pendant 1h à température ambiante sur les coupes. Enfin, après 3 lavages au PBS, 

les coupes ont été montées avec du Fluoroshield contenant du DAPI (« Fluoroshield 

mounting medium with DAPI », F6057-20ml Sigma). Les observations ont été faites 

sous un microscope confocal Nikon Eclipse Ti avec des objectifs 10x, 20x et 40x. 

 

D. Zymographie 
 

 Après extraction protéique des tumeurs, l'étude des MMPs ou de uPA a été 

réalisée par zymographie sur gel. Pour visualiser les MMPs gélatinases (MMP2 et 9), 

nous avons réalisés une électrophorèse sur gel d'acrylamide classique supplémenté 

de 1% de gélatine. Pour étudier la protéase uPA, le gel de séparation fut 

supplémenté avec 0,96% de plasminogène et de 0,1% de caséine. 100µg de chaque 

échantillon ont été repris au 1/4 dans une solution tampon (250mM Tris-HCl pH6.8, 

40% glycérol, 8% SDS, 0.01% bleu de bromophénol), puis déposés dans les gels de 

zymographie. Après électrophorèse, les gels ont été récupérés et incubés 30 min à 

température ambiante dans 100ml de solution de renaturation (2.5% Triton X-100). 

Après 3 lavages à l'eau, les gels ont été incubés 30min à température ambiante, puis 

16h à 37°C, dans 100ml de solution d’activation des MMPs renaturées (500mM Tris-

HCl pH7,8, 2M NaCl, 50mM CaCl2, 0,2% Brij35). Le lendemain, une coloration des 

gels a été réalisée pendant 1h à température ambiante au bleu de coomassie (0.5w/v 

bleu de coomassie R-250, 10% acide acétique, 5% méthanol). Enfin, les gels ont été 

décolorés avec de l'eau, le temps que les bandes de dégradation de la gélatine ou de 

la caséine apparaissent. 
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IV. Implication de CXCR3-A dans l’invasion tumorale  
 

A. Impact de CXCR3-A sur la voie PI3K/AKT 
 

CXCR3-A mobilisant principalement des protéines Galpha-i/o ou Galpha-q, 

l’augmentation des flux calciques intracellulaires ainsi que les voies des MAPK/ERK 

ne sont pas les uniques voies de signalisations modulées par la surexpression de 

CXCR3. En effet, il a été montré que CXCR3 pouvait également réguler la voie 

PI3K/AKT (Bonacchi et al., 2001; Maru et al., 2008). La PI3K est un hétèrodimère à 

activité kinase impliquée dans la croissance, la prolifération et l'invasion tumorale 

(Vanhaesebroeck et al., 1997a, 2010). Il existe de nombreuses isoformes différentes 

pour la PI3K. Lorsque ces isoformes sont activées par un récepteur à activité 

tyrosine kinase ou un GPCR, on parle de PI3K de classe 1A ou 1B. Les 

hétérodimères de classe 1A sont constitués d’une sous-unité catalytique de 110kDa 

(p110) et d’une sous-unité régulatrice (p85) qui va recruter la sous-unité p110 

(Backer, 2010; Tzenaki and Papakonstanti, 2013; Vanhaesebroeck et al., 1997b). 

Chez les mammifères, il existe 3 classes de sous-unité catalytique : p110-α, p110-β 

ou p110-δ (Vanhaesebroeck et al., 1997b, 2010). Il a été montré que p110-α est un 

acteur de la progression tumorale du glioblastome et que son inhibition semble être 

une interessante stratégie anti-tumorale (Guerreiro et al., 2008; Höland et al., 2014; 

Iqbal et al., 2016). 

 

Dans les différentes lignées cellulaires surexprimant le CXCR3-A, nous avons 

mis en évidence l’activation constitutive de la voie PI3K/AKT. L’utilisation d’un 

inhibiteur spécifique de la sous-unité p110α du complexe PI3K, le PI-103 (IC50 : 

8nM), nous a permis d'observer l’inhibition totale de la phosphorylation de AKT. Ainsi, 

la surexpression de CXCR3-A permet l’activation directe ou indirecte d’autres voies 

de signalisation pro-tumorales via la voie de signalisation PI3K/AKT et, plus 

particulièrement, de l'activation de la sous-unité catalytique p110-α (Figure 29). 
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B. Le modèle de la CAM pour l'étude de l'invasion tumorale 
 

 Le modèle de la CAM est très utilisé pour les études concernant le 

développement embryonnaire du fait de l’accessibilité aisée de l’embryon de poulet, 

autant pour la visualisation que pour les manipulations. Cependant, il s’agit aussi 

d’un très bon modèle pour l’étude du développement et de l’angiogenese tumorale, 

ainsi que des processus de migration et d’invasion tumorales (Ribatti, 2014). Le 

developpement de l'embryon dure 21 jours avant éclosion. Le système immunitaire 

n’étant pas mature pendant le développement embryonnaire du poulet, les 

implantations de tumeurs se font généralement sans rejet. Au cours du 

développement de l’embryon, 3 membranes extra-embryonnaires se forment : le sac 

vitellin, l’amnios et la CAM. La CAM se forme dès les premiers jours du 

développement (jours 4 à 5) et possède un réseau vasculaire très riche permettant 

l’irrigation de l’embryon. Les cellules sont implantées au 7ième jour du 

developpement, une fois que la CAM c'est totalement formée. Le réseau vasculaire 

de cette dernière entrainera la formation de vaisseaux tumoraux autour du 4ième jour 

après implantation (11ième jours de developpement de l'embryon) (Figure 30). 

 

Figure 29: Impact de la surexpression de CXCR3-A  et de LRP1 sur la phosphorylation 
de AKT 
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C. Phénotype des tumeurs 
 Le phénotype des tumeurs et du microenvironnement tumoral ont été suivis 

tout au long du développement embryonnaire. En fonction de la surexpression ou 

non de CXCR3-A, nous avons pu mettre en évidence certaines différences 

phénotypiques. Premièrement, les tumeurs surexprimant CXCR3-A ont montré un 

retard dans l'angiogenèse tumorale. En effet, en regardant les tumeurs à J10, avant 

de récupérer les échantillons, nous avons pu visualiser la formation de vaisseaux 

sanguins. L'angiogenèse tumorale dans les conditions contrôle commence vers le 

4ième jour après implantation, en accord avec des études préalables au laboratoire 

montrant le switch angiogenique dans les premiers jours après implantation 

(Hagedorn et al., 2005). L'angiogenèse tumorale des tumeurs surexprimant CXCR3-

A débute vers le 6ième jour après implantation. De plus, ces tumeurs restent peu 

vascularisées, même 10 jours après implantation (Figure 31). 

Figure 30: Modèle de la CAM 
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 Bien que les tumeurs U87-CTRL (vecteur vide) présentent les mêmes 

caractéristiques que les tumeurs U87, nous avons observé que les tumeurs U87-

CXCR3A possèdent un phénotype hautement infiltratif. Ceci se traduit par la 

présence de nombreuses extensions partant de la tumeur primaire, voir même la 

formation de tumeur secondaire. De ce fait, nous avons effectué une analyse 

phénotypique plus approfondie à chaque jour du développement pour chaque tumeur 

(Figure 32). Dans les tumeurs contrôles, nous avons observé que l'angiogenèse 

tumorale débutait vers le 4ième jour après implantation, contrairement aux tumeurs 

CXCR3-A où nous avons observé un retard d'angiogenèse caractéristique de ces 

tumeurs. De plus, la mise en place de mécanismes invasifs à pu être visualisée dés 

les premiers jours après implantation des tumeurs (J2 après implantation), et ceci 

uniquement dans les tumeurs surexprimant le CXCR3-A. Nous avons retrouvé ce 

phénotype infiltratif dans 90% des tumeurs CXCR3-A, alors que pour les tumeurs 

contrôles, seulement 30 à 35% des échantillons présentaient de légères franges 

invasives. 

 

Figure 31: Visualisation de l'angiogenèse tumorale (J10) 
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D.  Caractérisation des tumeurs 
 

1. Impact de CXCR3-A sur le phénotype infiltratif 
 Afin de compléter ces observations, nous avons extrait l’ARN et les protéines 

des échantillons de tumeurs, mais aussi réalisé différents marquages sur des coupes 

de CAM / tumeur. Tout d'abord, pour vérifier la surexpression du CXCR3-A humain, 

nous avons réalisé des qPCR sur les extraits d'ARN des différents échantillons. Nous 

avons constaté que la surexpression de CXCR3-A dans les cellules U87 in vitro est 

toujours présente in vivo. En effet, les tumeurs CXCR3-A expriment ce récepteur 

1000 fois plus que les tumeurs contrôles (Figure 33). 

Figure 32: Observation journalière de chaque tumeur. 

Figure 33: Expression relative de 
CXCR3-A dans les tumeurs, 

rapportée aux tumeurs contrôles. 
** = P-value < 0.002 
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 Nous avons également effectué des coupes de tumeur afin d'étudier la 

structure des tissus tumoraux. Les marquages H/E nous ont permis de voir que les 

tumeurs surexprimant CXCR3-A ont une structure tissulaire totalement désorganisée 

par rapport aux tumeurs contrôles denses (Figure 34 A et Figure 1 de l'article I). De 

plus, leurs tailles sont environ 2 fois plus petites (Figure 34 B). Le phénotype invasif a 

pu être retrouvé dans ces tumeurs avec l'observation des marquages H/E. En effet, 

on observe l'invasion des cellules tumorales dans la CAM, contrairement aux 

tumeurs contrôles (Figure 34 A et C). 

 

 Nous avons par la suite réalisé des co-marquages avec un marqueur des 

cellules tumorales, la vimentine (Figure 35). Les résultats montrent clairement 

l'invasion des cellules tumorale dans la CAM dans les tumeurs U87-CXCR3A. Au 

contraire, la tumeur est extrêmement bien délimitée dans les tumeurs U87-CTRL. 

Ces résultats reflétent le phénotype infiltratif et invasif observé avec l'implantation 

Figure 34: Analyse histologique des coupes de tumeurs 
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des tumeurs surexprimant le CXCR3A. On peut également observer l'aspect 

fusiforme des noyaux cellulaires, caractéristique de la migration cellulaire (Figure 35).  

  

 En plus du phenotype infiltratif des tumeurs surexprimant le CXCR3-A, nous 

avons clairement pu observer un retard de l'angiogenèse tumorale. Les lectines sont 

des protéines capables d'interagir spécifiquement avec des saccharides pour former 

des liaisons non covalentes. Il a été montré qu'elles pouvaient fixer et marquer de 

manière spécifique les cellules endothéliales de l'embryon de poulet, ainsi que de la 

CAM elle-même (Jilani et al., 2003). De ce fait, nous avons réalisé des marquages 

lectines (Sambucus nigra) sur les coupes de tumeurs, afin de visualiser les 

vaisseaux sanguins tumoraux (Figure 36). Les premiers résultats montrent des 

changements dans l'organisation des vaisseaux sanguins et des cellules tumorales.  

Figure 35: Marquage vimentine sur les coupes de tumeur implantées dans la CAM 
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 Les noyaux des cellules tumorales, marqués par le Dapi, sont fusiformes lors 

de la surexpression du CXCR3-A contrairement aux cellules contrôles. Ceci est en 

accord avec le caractère migratoire et infiltratif observé précédemment après 

surexpression du CXCR3-A. Dans les tumeurs contrôles, les vaisseaux marqués par 

la lectine forment des través et les noyaux cellulaires y sont regroupés en amas. Au 

contraire, dans les tumeurs de U87-CXCR3A, bien que le marquage lectine soit de 

même intensité, les vaisseaux semblent moins définis, moins organisés et de plus 

petites tailles. Bien qu'il s'agisse de résultats préliminaires, on peut penser que le 

retard d'angiogenèse tumorale dans les tumeurs CXCR3-A pourrait être lié à la 

formation de vaisseaux de plus petites tailles, voir de vaisseaux non fonctionnels. 

 

2. Impact de CXCR3-A sur l'expression des protéases 
 Au vu des résultats originaux sur le phénotype invasif des tumeurs U87-

CXCR3A, nous nous sommes intéressés à l'expression des protéases telles que les 

MMPs, ou le système uPA. L'expression a été étudiée par qPCR sur les extraits 

membranaires, et leurs capacités protéolytiques ont été réalisées par gel de 

zymographie. Nous avons observé que les tumeurs U87-CXCR3A exprimaient deux 

Figure 36: Marquage lectine sur coupe de tumeur implantée dans la CAM. 
 Echelle : 50µm 
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fois plus de MMP2 que les tumeurs contrôles, permettant d'expliquer leurs capacités 

invasives exacerbées (Figure 37 A). De manière intéressante, l'expression de MMP9 

est au contraire bien plus élevé dans les tumeurs contrôles (de 20 fois), et se trouve 

presque absente dans les tumeurs U87-CXCR3A (Figure 37 A). La MMP9 est un 

composant essentiel du switch angiogènique dans les tumeurs, ce qui pourrait 

expliquer les différences de vascularisation des tumeurs (Bergers et al., 2000; 

Nakamura et al., 2007). Concernant uPA, nous avons mis en évidence une 

augmentation de l'expression d’un facteur 2 dans les tumeurs U87-CXCR3A, comme 

pour la MMP2 (Figure 37 B). Ainsi, la surexpression de CXCR3-A permet de moduler 

l'expression de certaines protéases dans les tumeurs in vivo, pouvant expliquer les 

différences de phénotypes invasifs et angiogéniques observées. 

 

Figure 37: Expression relative des protéases MMP2, MMP9 et uPA rapportées 
aux tumeurs contrôles. *** p-value < 0.002 
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 En plus de leurs expressions, nous avons regardé l'activité des différentes 

MMPs. Puisque les MMP2 et 9 sont des protéases de type gélatinase, nous avons 

effectué des zymographies sur gel de gélatine et analysé les bandes de dégradation 

de la gélatine en fonction des échantillons tumoraux. Nous avons pu confirmer 

l'absence d'activité de MMP9 dans les tumeurs U87-3A en comparaison aux tumeurs 

contrôles (Figure 38). De plus, l'activité de dégradation de la gélatine liée à la MMP2 

active est plus importante dans les tumeurs U87-3A, ce qui corrèle bien avec les 

résultats sur l'expression des protéases. 

 

  

 L'augmentation de l'expression d'uPA et de la MMP2 observée dans les 

tumeurs surexprimant CXCR3-A favorise la migration et l'invasion tumorales. Nous 

avons également observé la formation de macro-métastases, uniquement dans les 

tumeurs U87-CXCR3A. Ces métastases se forment à des temps variables du 

développement, entre le 3ième jour et le 7ième jour après implantation et traduisent 

de l'activation des mécanismes d'invasions tumorales suite à la surexpression du 

CXCR3-A dans les tumeurs (Figure 39). Nous avons déterminé que sur les 23 

échantillons totaux pour chaque condition, 31,81% des tumeurs U87-CTRL formaient 

des macro-métastases, contre 65,21% des tumeurs U87-CXR3A. 

Figure 38: Zymographie de gélatine sur les tumeurs U87-CTRL et U87-CXCR3A 
implantées dans la CAM 
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V. Conclusions et perspectives 
 

 Nous avons montré que la surexpression de CXCR3-A induit une activation 

constitutive de la voie PI3K/AKT dans les lignées étudiées. Cette amplification de la 

phosphorylation d'AKT se fait même lorsque CXCR3 n’est pas actif suggérant qu'une 

autre protéine, ou un autre récepteur capable d'activer p110α, soit mis en jeu via le 

CXCR3-A. Cependant, cet intermédiaire de réaction n'est pas encore caractérisé. 

Nous savons qu'une des mutations fréquentes dans les glioblastomes (Omuro et al., 

2007; Smith et al., 2001) est l'amplification du récepteur EGFR, et de son variant 

EGFR vIII. Ces mutations, non établies dans la lignée U87, sont spécifiques des 

glioblastomes de novo, et non des glioblastomes secondaires et entrainent une 

activation de la voie PI3K/AKT. De plus, le variant vIII induit une activation 

constitutive de la PI3K (Eskilsson et al., 2016; Sugawa et al., 1990). L'amplification 

de la phosphorylation d'AKT dans les cellules surexprimant le CXCR3-A pourrait 

donc être liée à une activation directe ou indirecte de l'EGFR. Nous nous sommes 

intéréssés à l'activation de la classe 1A de la PI3K car il est montré que la sous-unité 

p110α est dérégulée dans les glioblastomes ((Guerreiro et al., 2008; Höland et al., 

2014; Iqbal et al., 2016). Cependant, l'activation de la classe 1B de la PI3K se fait 

spécifiquemennt par les GPCR. De ce fait, l'activation de la sous-unité p110γ, 

spécifique de la classe 1B de la PI3K, pourrait également être une cible expliquant 

Figure 39: Formation de macrométastases dans les tumeurs U87-CXCR3A, à différents 
jours du developpement 
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l'augmentation de la voie PI3K/AKT. Une autre hypothèse est que via son interaction 

avec le CXCR3-A surexprimé, la biodisponibilité cellulaire de LRP1 diminue, et sa 

capacité à fixer d'autres ligands s'en trouve impactée. Ainsi, la diminution de la 

biodisponibilité de LRP1 peut entrainer une dysfonction dans son rôle d'endocytose 

et de la dégradation des protéases telle que uPA, ce qui peut expliquer 

l'augmentation de la voie PI3K/AKT. 

 

 L'impact de l'expression de CXCR3-A a aussi été étudié in vivo sur le modèle 

de la CAM. Nous avons pu observer d'important changements phénotypiques suivant 

le niveau d'expression de CXCR3-A. Les expressions d’uPA et de  MMP2, amplifiées 

dans les tumeurs U87-CXCR3A, corrèlent fortement avec le caractère pro invasif de 

ces dernières. De manière intéressante, il a été montré que la MMP9 est un 

composant essentiel du switch angiogénique dans les tumeurs (Bergers et al., 2000; 

Nakamura et al., 2007). Ainsi, la grande diminution de l'expression de MMP9 et son 

absence d'activité dans les tumeurs U87-CXCR3A pourraient expliquer le retard du 

switch angiogénique au sein de ces tumeurs, contrairement aux tumeurs contrôles 

qui expriment fortement MMP9. De ce fait, en modulant la balance d'expression de 

certaines protéases, la surexpression de CXCR3-A est impliquée dans l'angiogenèse 

et l'invasion tumorale. Via l'augmentation de l'expression de la MMP2 et de uPA, la 

surexpression de CXCR3-A apparait comme un inducteur des mécanismes 

d'invasion tumorale in vivo. De plus, via la diminution de l'expression de la MMP9, la 

surexpression de CXCR3-A semble être un régulateur négatif du switch 

angiogenique. 

 

 Nous avons pu vérifier la formation du complexe CXCR3/LRP1 in vivo (Article 

I), ce qui laisse penser au vue des résultats que LRP1 régule l'activité et le recyclage 

de CXCR3 dans le modèle de la CAM. Des expériences d'extinction de l'expression 

de LRP1 par utilisation de ShARN LRP1 sont en cours au laboratoire et vont nous 

permettre très prochainement d'effectuer une expérience in vivo avec les cellules 

U87-CTRL et U87-CXCR3A transfectées par des ShARN CTRL ou ShARN LRP1. 

LRP1 étant un acteur essentiel de la desensibilisation de CXCR3-A, son inhibition 

devrait entrainer une amplification de l'effet pro-tumoral de CXCR3-A, et qui devrait 
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se retrouver au niveau de l'expression des MMPs, d’uPA ou encore du phénotype 

invasif des tumeurs surexprimant le CXCR3-A. 
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Chapitre II : Différences d'activation des 

isoformes CXCR3-A et CXCR3-B, cas du CXCL4 

et CXCL4L1 
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I. Objectif de l'étude 
  

 Bien que de nombreuses études, dont la nôtre, caractérise CXCR3-A dans la 

progression tumorale, l'implication de l'isoforme CXCR3-B se révèle aussi 

importante. En effet, chez l'humain, CXCR3-B est le principal récepteur par lequel les 

chimiokines ELR- exercent leurs activités angiostatiques. Malgré l'importance du type 

cellulaire et du microenvironnement dans lequel les isoformes sont exprimées, 

CXCR3-A est caractérisé comme pro-tumoral, alors que CXCR3-B serait plutôt anti-

tumoral. La balance d'expression de ces deux isoformes est une donnée essentielle 

pour la progression et le développement tumoral. Ne différant que par leurs 

extrémités N-terminal, le recrutement des protéines G lié à l'activation des récepteurs 

est variable. CXCR3-A recrute les protéines Gi/o ou Gq et induit des voies pro-

tumorales (Maru et al., 2008; Wu et al., 2012), alors que CXCR3-B recrute les 

protéines Gs, induit les voies pro-apoptotiques et inhibe la survie cellulaire (Kim et 

al., 2002). Via la formation du complexe agoniste / récepteur, le changement de 

conformation du GPCR permet le recrutement et l'activation spécifique de la protéine 

G qui sera associée. 

  

 L'objectif de cette étude est de caractériser les différences de conformation et 

d'activation des isoformes de CXCR3. Ceci afin de mieux comprendre les 

mécanismes sous-jacents expliquant les fonctions opposées de ces isoformes. Pour 

ceci, une partie de l'étude a consisté à caractériser les différences de fixation et 

d'activation des isoformes de CXCR3 par les techniques biophysiques de PWR et de 

SPR 

 

 Comme expliqué dans l'article I, le PWR est une technique biophysique qui 

permet d'étudier en temps réel les interactions récepteurs / ligands, et les 

changements de conformation de ces récepteurs. Un laser va stimuler de manière 

continue des oscillations électromagnétiques. Ceci va s'effectuer dans un résonateur 

constitué d'une fine couche d'argent, sous une couche de silice plus épaisse, et fixée 

sur un prisme optique. Lorsqu'un laser polarisé illumine une interface entre deux 
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milieux d'indices de réfraction différents, une partie de l’onde est réfléchie (onde 

réfléchie) et l'autre est réfractée à travers la surface et va former une onde 

évanescente électromagnétique qui va décroitre et se disperser de manière 

exponentielle au niveau de l'interface silice/milieu extérieur. La résonance 

électromagnétique dépend de l'angle d'incidence du laser passant à travers le 

prisme. Les molécules fixées sur la face externe de la couche de silice vont entrer en 

interaction avec les ondes évanescentes et changer la résonance électromagnétique 

via des modifications de son amplitude, position et profondeur, on parle de spectre 

PWR (Figure 40). Contrairement à d'autres méthodes de résonance plasmonique 

comme la résonance plasmonique de surface (SPR), le PWR permet d'induire une 

résonance via une onde perpendiculaire à la surface d'argent/silice (onde P-

polarisée), ou une onde parallèle à la surface d'argent/silice (onde S-polarisée). Ceci 

permet la caractérisation de l'orientation et des propriétés d'anisotropie des 

molécules, ainsi que les changements de conformation de ces dernières. De plus, le 

PWR permet de garder une grande sensibilité ainsi qu'une bonne résolution 

spectrale. Enfin, la silice permet de mettre en place de nombreuses stratégies de 

fixation de molécules sur le prisme. 

 

Figure 40: Principe du PWR, 
d'après Tolli G et al. 2003 

SiO2 : dioxyde de silicium 
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La résonance plasmonique de surface (SPR), pour sa part, est une technique 

biophysique permettant d’analyser et de quantifier des interactions entre deux 

protéines comme entre un ligand et son récepteur. Comme pour le PWR, lorsqu'une 

onde lumineuse monochromatique (onde incidente) illumine une interface entre deux 

milieux d'indices de réfraction différents, une partie de l’onde est réfléchie (onde 

réfléchie) et l'autre est réfractée à travers la surface (onde évanescente). Au niveau 

de cette interface, une fine couche d’or riche en électrons, elle-même recouverte 

d'une puce de dextran carboxyméthylé, a été déposée. Lors de la formation de l’onde 

évanescente, les photons vont entrer en résonance avec les électrons de la couche 

d’or et ceci se traduit par une diminution de  l’intensité de l’onde réfléchie. Cette 

diminution induit un changement de l’angle de réfraction, appelé angle de résonance. 

Des interactions entre protéines présentes sur la puce de dextran et protéines 

présentes en solution provoquent un changement de masse et induisent un angle de 

résonance différent, ce qui est analysable et quantifiable. 

 

II. Matériels et méthodes complémentaires 
 

 La plupart des matériels et méthodes ont été expliqués dans l'article I « New 

insight into the internalization, recycling and activity of the CXC Receptor-3: Role of 

LRP1 ». Tous les matériels et méthodes supplémentaires sont décrits ci-dessous. 

 

A. Marquage fluorescent des chimiokines 
 Le marquage a été réalisé avec le kit « Alexa Fluor® 546 Protein Labeling Kit 

» (Fisher Scientific,  A10237) selon le protocole commercial. Le fluorophore contient 

un groupement d'ester de succinimidyl réagissant avec les amines primaires des 

protéines. Ceci permet la formation de complexes stable protéines / fluorophores. 

Les chimiokines ont été diluées à une concentration de 2mg/ml dans du PBS avec 

0.1M de bicarbonate de sodium. Dans 500µL de cette solution, nous avons rajouté 

50µL à 1M de bicarbonate de sodium afin d'élever le pH à des valeurs idéales pour le 

couplage avec l'ester de succinimidyl (pH 7,5 - 8,5). La solution protéique a alors été 
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ajoutée à la solution de fluorophore et mise sous agitation pendant 1h à température 

ambiante afin de favoriser le couplage entre les protéines et l'ester de succinimidyl. 

Par la suite, les protéines ont été purifié par centrifugation  (1000g, 2 minutes) sur 

colone de résine (Thermo Fisher Scientific, 89890). Les protéines marquées ont été 

par la suite protégées de la lumière.  

 

 La concentration protéique a été determinée selon les instructions du kit « 

Alexa Fluor® 546 Protein Labeling Kit », en utilisant la formule suivante pour chaque 

chimiokine : Concentration = [(A280 - (A554 x 0,12)) x facteur de dilution] / (Coefficient 

d'extinction molaire de la protéine). A280 et A554 correspondant aux absorbances de la 

solution finale, 0,12 étant le facteur de correction correspondant à l'absorption du dye 

à 280nm, et le facteur de dilution étant necessaire si la solution de protéines 

fluorescente a été diluée avant de mesurer les absorbances. Le degrée de marquage 

des protéines par le fluorophore a aussi été determiné par la formule suivante : Mole 

(fluorophore) par mole (protéine) = (A554 x facteur de dilution) / (104000 x 

concentration protéique). 104000 correspondant au coefficient d'extinction molaire de 

l'Alexa Fuor® 546.  

 

B. Etude par « time-lapse » microscopie 
 Les courtes microscopies « time-lapse » ont été réalisées sur un microscope 

confocale de type Nikon Ti Eclipse. Pour cela, les cellules ont été ensemmencées 

sur des boites de pétri de 35mm avec un fond en verre (MatTeck Corporation, P35G-

1.5-14-C) et laissées 24h à 37°C et 5% CO2. Les cellules ont par la suite été 

observées au microscope et des acquisitions de 5 minutes ont été réalisées. Les 

chimiokines marquées par l'Alexa 546 ont été injéctées directement dans le milieu de 

culture pendant les acquisitions à des concentrations de 100ng/ml pour le CXCL4L1 

ou de 2µg/ml pour le CXCL4. 
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C. SPR 
 Les experiences de SPR ont été réalisées dans le laboratoire de Pr. Shih Che 

Sue à Taiwan (« National Tsing Hua University ») avec l'aide de Ya-Ping Chen. Les 

expériences ont été effectuées sur un appareil de type BIAcore 3000 (GE 

Healthcare). Les chimiokines CXCL4 et CXCL4L1 ont été fixées sur une puce de 

dextran carboxyméthylé (puce CM5, GE Healthcare). Pour cela, un couplage des 

résidus amines des lysines en N-terminale des chimiokines sur les groupements 

carboxyl de la puce de dextran (Figure 41).  

 

 La puce de dextran carboxyméthylée sans fixation de chimiokine a été utilisée 

comme contrôle pour déterminer la fixation non spécifique des échantillons sur la 

puce. Différentes concentrations d'extraits cellulaires ont par la suite été injéctées, 

via le BIAcore 3000, sur les puces présentant les chimiokines. L'injection a été 

effectuée à une vitesse de 3µL par minute dans une solution de PBS 3mM EDTA, 

afin de visualiser avec précision la fixation des extraits cellulaires sur les chimiokines 

CXCL4 ou CXCL4L1. Par la suite, la dissociation des complexes chimiokines / 

récepteurs à été réalisée par injection de PBS 3mM EDTA et 0,4% SDS à une 

vitesse de 100µL/min. La totale régénération des puces a été observée 5 minutes 

après injection de la solution de dissociation.  

 

Figure 41: Couplage des chimiokines sur la puce de dextran carboxyméthylé 
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D. Mutagenèse dirigée du CXCL4 
 CXCL4 et ses différents mutants ont été clonés dans le vecteur pET-43.1a 

dans le laboratoire du Pr. Shih Che Sue à Taiwan (« National Tsing Hua University 

»). CXCL4-E28C a été généré en utilisant des amorces dans lesquelles le codon 

correspondant au glutamate 28 a été remplacé par une cystéine. Le monomère 

CXCL4-282931 (pour CXCL4 E28K V29P K31P) a été formé en substituant le 

glutamate 28 par une lysine, la valine 29 par une proline et la lysine 31 par une 

proline. Le monomère CXCL4-1-67 (pour CXCL4-E28K (1-67)) a été généré en 

introduisant un codon stop après le résidue 67 dans la séquence du mutant CXCL4-

E28K. Les PCR ont été réalisées avec le kit de mutagenèse dirigé Quick Change 

(QuikChange Site-directed Mutagenesis Kit, Agilent Technologies). 

 

 CXCL4 et ses mutants ont été exprimés dans la bactérie Escherichia Coli 

(souche BL21, DE3), cultivée dans du milieu LB (Luria Bertani) avec 100 µg/ml 

d'ampicilline et à 37°C. Après 4h d'induction par 1mM d'IPTG (Isopropyl-thio-β-

galactopyranoside), les bactéries ont été récoltées par centrifugation (6 000g, 20 min, 

4°C) et conservées à -20°C, puis remises en suspension dans un tampon de lyse (50 

mM de Tris-HCl pH 8,0, 0,5M NaCl). La lyse a été effectuée par pression mécanique 

(15 000 psi). Après centrifugation (16 000g, 30min, 4°C), le culot protéique a été 

repris dans un tampon de dénaturation (6M chlorhydrate de guanidine, 50mM Tris-

HCl pH 8,0, 0,5 M NaCl et 10 mM DTT) et mis sous agitation pendant 2h à 

température ambiante. La renaturation protéique a été effectuée par dialyse avec un 

tampon de renaturation (0,9 M chlorure de guanidine, 50 mM Tris-HCl pH 8,0, 0,5 M 

NaCl, 5 mM de cysteine et methionine), puis un tampon de fixation (50mM Tris-HCl 

pH 8,0 et 0,5M NaCl). Les aggrégats protéiques ont été éliminés par centrifugation et 

utilisation de seringue à filtre (0,22µm). La solution de protéine a été injectée dans 

une colonne d'affinité à l'héparine (système ÄKTA FPLC, GE Healthcare), équilibrée 

avec le tampon de fixation. Les protéines ont par la suite été éluée avec un tampon 

de 0,8 à 1,6M de NaCl, puis injectées dans une colonne de purification Séphacryl S-

100 (ÄKTA, FPLC). La protéine éluée a été purifiée par HPLC (Beckman Coulter 

Inc.) sur colonne en phase inverse C18 (Phenomenex Inc.). Le poids moléculaire des 

protéines ont été vérifié par SDS-PAGE, et la pureté par spéctrométrie de masse 

MALDI-TOF. 
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III. Etude de fixation des chimiokines sur CXCR3 par PWR (« 
plasmon wavelength resonance ») 

 

1. Fixation des extraits membranaires sur le prisme 
 Le senseur PWR (prisme BK7 fixé avec 50nm d'argent sous 460nm de silice) 

fut incubé 30minutes avec de la polylysine (0.1mg/ml) afin de favoriser la fixation 

d'extraits membranaires. Les fragments membranaires ont été fixés par pression 

mécanique et vérifiés par microscopie confocale (Figure 42). De manière logique, les 

fragments observés sont de taille plus petite que celle des cellules entières. La 

présence d'une couche d'argent sur le prisme empêche de visualiser l'adhésion des 

fragments membranaires. Afin de suivre la fixation des fragments membranaires sur 

le senseur PWR, la résonance de la lumière polarisée, ainsi que l'angle d'incidence 

de cette dernière ont été enregistrées avant et après fixation des fragments 

membranaires sur le prisme. Après fixation, on peut voir une diminution de la 

résonance minimale pour les deux polarisations S-pol et P-pol, traduisant d'une 

augmentation de masse liée à la fixation des extraits membranaires (Figure 42). 

Figure 42: Fixation des extraits membranaires sur le prisme de PWR, visualisée par 
microscopie confocale ou par changement de masse PWR. Echelle : 50µm  
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2. Intéraction des chimiokines sur les isoformes de CXCR3 
Des expériences de PWR ont été réalisées sur des extraits membranaires des 

cellules HEK-CTRL, HEK-CXCR3A ou HEK-CXCR3B fixées sur le prisme. L'ajout de 

l'agoniste commercial PS372424 sur les extraits membranaires des HEK-CXCR3A 

provoque des changements spectraux dans les deux polarisations S-pol et P-pol. 

Ces changements ont été bien plus marqués dans les différences de polarisation P-

pol indiquant que la fixation du ligand sur le récepteur induit une réponse 

conformationnelle principalement selon l’axe perpendiculaire à la membrane (Figure 

43, Table 8). De ce fait, nous avons calculé l’affinité de liaison du ligand au récepteur 

selon cet axe P-pol. Un KD d’environ 40nM a ainsi pu être déterminé pour 

l’interaction du PS372424 avec le CXCR3-A (Table 8). 

 

 L’ajout du PS372424 sur les extraits membranaires provenant des cellules 

HEK-CXCR3B induit, pour sa part, des changements spectraux totalement opposés 

à ceux observés avec les HEK-CXCR3A, en termes de résonance et de magnitude. 

En effet, pour les deux types de polarisation, des changements spectraux négatifs et 

Figure 43: Changement de polarisation et affinité du PS372424 pour CXCR3-A 

Table 8: Changement de polarisation selon l'isoforme du CXCR3, et KD associée à la 
fixation du PS372424 



158 
 

une faible magnitude ont pu être observés. Ces résultats indiquent que les 

changements de conformation de ce récepteur sont opposés à ceux de CXCR3-A 

suite à la fixation d'un même ligand. L’affinité entre le PS372424 et le CXCR3-B a été 

calculée selon les changements de polarisation des deux axes S-Pol et P-Pol, et se 

trouve être 10 fois inferieur à celle du CXCR3-A, avec un KD de environ 400nM  

(Figure 44, Table 8). 

 

 Enfin, l’ajout du PS372424 sur les extraits provenant des cellules HEK-CTRL, 

ne surexprimant pas le CXCR3, a permis de déterminer la fixation non-spécifique du 

ligand sur les membranes cellulaires. Les changements spectraux suivant l’ajout du 

ligand furent négligeables et en dessous de la résolution de l’appareil, nous 

permettant de conclure qu’aucune fixation ne se faisait dans cette lignée cellulaire 

contrôle (Figure 45, Table 8). 

Figure 44: Changement de polarisation et affinité du PS372424 pour CXCR3-B 

Figure 45: Changement de polarisation et affinité du PS372424 pour la lignée HEK-CTRL 
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 Les polarisations P-Pol et S-Pol rendent compte des changements de 

conformation des récepteurs selon les axes perpendiculaire (P-Pol) ou parallèle (S-

Pol) à la membrane. Ainsi, il est correct, dans le cadre de notre étude, de redéfinir 

ses polarisations en termes d’« allongement » du récepteur (onde P-Pol) et en 

termes d’« étalement » du recepteur (onde S-Pol) (Figure 46). De ce fait, nos 

resultats montrent que suite à une stimulation du récepteur par le PS372424, le 

CXCR3-A s’allonge sur la membrane (augmentation de la polarisation P-Pol), alors 

que le CXCR3-B se rétracte en diminuant son étalement et son allongement 

(diminution de P-Pol et S-Pol).  

 

IV. Les chimiokines CXCL4 et CXCL4L1 
 

L'étude de la fixation des chimiokines ELR- sur le CXCR3-B a permis une 

meilleure compréhension de la façon dont ces chimiokines, et notamment CXCL4, 

exercent leurs effets angiostatiques sur les cellules endothéliales (Lasagni et al., 

2003; Romagnani et al., 2001). Découvert plus récemment, la caractérisation du 

CXCL4L1 reste toujours incomplète. Les différences d’affinité pour l’héparine et les 

glycosaminoglycanes à la surface des cellules, ainsi que la biodisponibilité de ces 

Figure 46: Notion d'étalement ou 
d'allongement de CXCR3 en 

fonction de l'onde polarisée PWR 
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deux chimiokines (Dubrac et al., 2010) entrainent des effets angiostatiques bien plus 

importants pour le CXCL4L1 en comparaison au CXCL4. Les différences de 

présentation du CXCL4L1 sur les isoformes CXCR3-A ou CXCR3-B pourraient 

expliquer les différences fonctionnelles de ces deux chimiokines. 

 

Les chimiokines sont capables de s'oligomériser afin de former des structures 

dimériques ou encore tétramériques. Bien que la forme monomérique est celle qui se 

lie aux récepteurs afin d’activer des voies de signalisation spécifiques et d'entrainer 

la migration cellulaire (Paavola et al., 1998), l'oligomérisation des chimiokines est 

essentielle in vivo pour maintenir les fonctions des chimiokines (Proudfoot et al., 

2003). Cette oligomérisation pourrait notamment avoir un rôle important pour la  

circulation des chimiokines dans le sang ou pour leurs fixations aux 

glycosaminoglycanes (Dyer et al., 2015; Liang et al., 2016). Les interactions entre 

chimiokines et glycosaminoglycanes permettent de fixer et de présenter les 

chimiokines à leurs récepteurs. De plus, cette interaction pourrait elle-même favoriser 

l’oligomérisation des chimiokines par modification de leur orientation in vivo 

(Hoogewerf et al., 1997). Les glycosaminoglycanes, en fixant les chimiokines ou 

autres protéines du milieu extracellulaire, ont aussi un rôle de stockage et de 

préservation de ces protéines contre les protéases (Sadir et al., 2004). Les 

différences de fixation liées à l'état d'oligomérisation des chimiokines pourraient 

contribuer, en partie, aux interactions spécifiques de certains couples GPCR / 

chimiokine.  

 

A. Intéraction préférentielle du CXCL4L1 avec l’isoforme 
CXCR3-A 

 

 La suite des résultats de ce chapitre font partie d'un papier en collaboration 

avec l'équipe du Pr. Shih Che Sue à Taiwan (« National Tsing Hua University »). 

L'article sera soumit courant Novembre 2016 dans « The Journal of Biological 

Chemistry » 
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1. Etude par vidéomicroscopie 
 Les chimiokines CXCL4 et CXCL4L1 furent produites, purifiées et couplées à 

un fluochrome (λ: 546nm) comme indiqué dans la partie matériels et méthodes. Des 

expériences de vidéomicroscopie et de "time-lapse" en microscopie confocale ont par 

la suite été réalisées sur les cellules HEK-CXCR3A (possédant le CXCR3-A couplé à 

la GFP, λ: 488nm) stimulées par les chimiokines CXCL4 ou CXCL4L1 fluorescentes. 

Aucune fixation entre le CXCL4 et le CXCR3-A n'a pu être observée sur les 

différentes expériences, en accord avec la littérature décrivant le CXCL4 comme 

ligand majoritaire du CXCR3-B (Lasagni et al., 2003; Romagnani et al., 2005) (Figure 

47). Cependant, lors de l’ajout du CXCL4L1 sur ces cellules, nous avons pu mettre 

en évidence l'interaction entre le CXCL4L1 et le CXCR3-A dés les premières 

secondes de stimulation. Nous avons également observé le début de l'internalisation 

de certains complexes ligand/récepteur, sur le plan focal étudié, à partir de 3minutes 

de stimulation (Figure 47). Ceci est en accord avec nos résultats précédents, 

indiqués dans l'article I, où le CXCL4L1 active le CXCR3-A lors d'une stimulation de 

5minutes.  

2. Etude par résonance plasmonique de surface 
 Nous avons réalisé la fixation de CXCL4 ou de CXCL4L1 sur la puce de SPR 

au laboratoire du Pr. Shih-Che Sue à Taiwan (Hsinchu) et des extraits membranaires 

des lignées surexprimant ou non le CXCR3-A ont été injectés en solution sur cette 

Figure 47: Vidéomicroscopie montrant l'interaction du CXCR3-A avec le CXCL4L1. 

CXCR3-A: 488nm; CXCL4 / CXCL4L1: 547nm 
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puce. Nous avons injecté différentes concentrations cellulaires, et une très faible 

fixation a pu être mise en évidence dans la lignée HEK-CTRL, correspondant à la 

fixation non spécifique des extraits membranaires sur les couches d’or composées 

de CXCL4 ou de CXCL4L1 (Figure 48).  

 

Des injections d’extraits membranaires de la lignée HEK-CXCR3A sur cette 

même couche d'or ont également été réalisées. Seules les injections avec le 

CXCL4L1 sont capables d’induire des changements d’angles de résonance qui sont  

dépendants du nombre de cellules injectées (Figure 49). Ceci traduit donc la 

formation du complexe CXCL4L1 / CXCR3-A. De plus, l'absence de fixation du 

CXCL4 sur les extraits membranaires de HEK-CXCR3A laisse à penser que le 

CXCL4, caractérisé comme ligand du CXCR3-B, ne se fixe pas sur le CXCR3-A. 

Figure 48: Etude de la fixation du CXCL4 et du CXCL4L1 sur les HEK-CTRL par SPR 

Figure 49: Etude de la fixation du CXCL4 et du CXCL4L1 sur les HEK-CXCR3A par SPR 
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Ces résultats démontrent la fixation du CXCL4L1 au CXCR3-A, contrairement 

au CXCL4 qui ne s'y fixe pas. Les expériences ont été répétées sur les lignées 

cellulaires U87-CTRL ou U87-CXCR3A. Les mêmes résultats ont ainsi pu être 

reproduits sur ces lignées tumorales, confirmant la fixation de la chimiokine 

CXCL4L1 sur l’isoforme CXCR3-A (Figure 50 et 51). Ainsi, nos experiences 

suggèrent que CXCL4 ne se fixe pas au CXCR3-A dans les deux lignées, 

contrairement au CXCL4L1 où la fixation avec CXCR3-A a pu être observée. Ceci 

est en accord avec nos résultats de vidéomicroscopie préalablement présentés, et 

suggère des différences d'affinité ou de présentation de ces deux chimiokines avec 

les différentes isoformes de CXCR3. 

Figure 51: Etude de la fixation du CXCL4 et du CXCL4L1 sur les U87-CXCR3A par SPR 

 

Figure 50: Etude de la fixation du CXCL4 et du CXCL4L1 sur les U87-CTRL par SPR 
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B. Activation de CXCR3-A par CXCL4 et CXCL4L1 
 

 Suite à nos différents résultats, nous avons voulu approfondir nos 

connaissances sur l'activation de CXCR3 par le CXCL4 et le CXCL4L1. Par 

expérience de SPR, nous avons démontré que le CXCL4L1 se fixait sur le CXCR3-A, 

contrairement au CXCL4. De ce fait, des western-blots de la voie des MAPK/ERK ont 

été réalisés dans les lignées surxprimant le CXCR3-A afin d'étudier l'activation de 

CXCR3-A (Figure 52). 

 

 Après 5 minutes de stimulation avec l'agoniste de CXCR3, nous avons 

observé la phosphorylation des MAPK/ERKs uniquement pour les lignées 

surexprimant CXCR3-A, ce qui est en accord avec nos résultats de l'article I. 

CXCL4L1 est capable de stimuler fortement l'activité du CXCR3-A. CXCL4, pour sa 

part, n'entraine pas de stimulation du récepteur dans les lignées. Ainsi, en plus de se 

fixer à l'isoforme CXCR3-A, le CXCL4L1 permet d'activer ce récepteur et d'induire les 

voies de signalisation spécifiques de ce dernier. Au contraire, le CXCL4, ne se fixant 

pas sur le CXCR3-A n'induit pas l'activation de cette voie de signalisation.  

Figure 52: Impact de la stimulation par différentes chimiokines sur les lignées 
surexprimant ou non le CXCR3-A Stimulation de 5 minutes pour chaque condition. 
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C. Impact de l’oligomerisation des chimiokines sur l'activation 
des récepteurs 

 

1. Changement d’oligomérisation du CXCL4 par mutation  
 Comme expliqué en introduction de ce chapitre, l'état d'oligomérisation des 

chimiokines est un phénomène important pour la fixation des chimiokines aux 

glycosaminoglycanes et pour l'activation de leurs récepteurs. En collaboration avec 

l'équipe de Pr. Shih-Che Sue à Hsinchu (Taiwan), des mutants pour l'état 

d'oligomérisation du CXCL4 ont été générés. L’équipe a montré que l'acide 

glutamique 28 (E28) était essentiel pour l’oligomérisation du CXCL4. Ainsi, 

différentes mutations de cette acide aminé ont été effectuées et ont aboutit à la 

formation de CXCL4 stabilisé sous différents états d’oligomérisation: tétramère, 

dimère ou monomère (Table 9). 

 

2. Impact des mutants CXCL4 sur l’activation du CXCR3-A 
 Nous avons testé l'activité de ces différents mutants sur les lignées cellulaires. 

Premièrement sur les lignées U87, nous avons réussi à mettre en évidence que la 

stabilisation du CXCL4 sous forme monomère entrainait une stimulation de la voie 

MAPK/ERK, contrairement à sa forme sauvage, tétramérique. Certains mutants de 

CXCL4 sous forme monomère parviennent à une augmentation de la 

phosphorylation des ERKs comme celle obtenue avec le CXCL4L1 (Figure 53). Les 

mutations du CXCL4 permettant de le maintenir sous un état de monomère 

entrainent donc un changement dans possiblement la fixation et donc l'activation du 

Table 9: Mutation du CXCL4 et changement de l'état d'oligomérisation en solution 
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CXCR3-A. Ces résultats montrent que la forme monomérique du CXCL4 est capable 

de stimuler l'activité du CXCR3-A, et suggère que le CXCL4 monomérique se 

comporterait comme le CXCL4L1 en se fixant sur le CXCR3-A (Figure 53). 

 

D. Activation du CXCR3-B par CXCL4 et CXCL4L1 
 

 Aucune fixation entre le CXCL4 et le CXCR3-A n'a pu être mise en évidence  

ni par vidéomicroscopie, ni par SPR, et n'entraine pas de stimulation des voies de 

signalisation de cette isoforme. Cette chimiokine ayant été caractérisée pour fixer le 

CXCR3-B, nous avons fait des expériences de stimulation de l'isoforme CXCR3-B 

pour vérifier l'activité du CXCL4. L'isoforme CXCR3-B induisant des signaux 

Figure 53: Impact du changement d'oligomérisation du CXCL4 sur l'activation de 
CXCR3-A. Stimulation de 5 minutes pour chaque condition. 
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apoptotiques et anti-prolifératifs (Datta et al., 2010; Petrai et al., 2008), le clonage de 

cette isoforme n'a pas encore aboutit au laboratoire dans la lignée U87. Nous avons 

donc réalisé les expériences de stimulation par le CXCL4 sur les lignées HEK-

CXCR3B. Nous avons pu mettre en évidence que la surexpression de CXCR3-B 

entrainait une stimulation constitutive de la voie pro-apoptotique MAPK/P38 (Figure 

54). Nous avons montré que la stimulation au CXCL4 active la phosphorylation de 

P38 (Figure 54). Ceci est en accord avec des études montrant que l'effet 

angiostatique de CXCR3-B est liée à l'activation de la voie MAPK/P38 (Petrai et al., 

2008). De manière intéressante, la stimulation de ces cellules par le CXCL4L1 n'a 

pas aboutit à l'activation de la voie P38. Nos expériences suggèrent donc que le 

CXCL4 serait un activateur spécifique du CXCR3-B, alors que CXCL4L1 serait un 

activateur spécifique du CXCR3-A. 

 

 Suite à ces résultats suggérant des intéractions préférentielles entres le 

CXCL4 et son variant CXCL4L1 avec les deux isoformes CXCR3-A et CXCR3-B, 

nous avons étudié l'impact de ces différents mutants de CXCL4 sur le CXCR3-B 

(Figure 55). Les premiers résultats suggèrent que les mutants activent moins 

efficacement le CXCR3-B, notamment pour certains mutants monomériques du 

CXCL4. 

Figure 54: Impact de la stimulation par différentes chimiokines sur les lignées 
surexprimant ou non le CXCR3-B. Stimulation de 5 minutes pour chaque condition 
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V. Conclusions et perspectives 
 

 Les différentes collaborations mises en place dans notre groupe nous ont 

permis de mieux caractériser les propriétés biophysiques et les différences 

d'activations des isoformes CXCR3-A et CXCR3-B. Nous avons montré que les 

agonistes de CXCR3 pouvaient se fixer avec des affinités différentes sur les 

récepteurs. Notamment l'agoniste commercial de CXCR3, le PS573434, se fixe 

préférentiellement sur le CXCR3-A, mais aussi sur le CXCR3-B avec une affinité 10 

fois inférieure. La mise en place du PWR sur extraits membranaires nous a permis 

d'étudier spécifiquement les changements de conformation des deux isoformes. De 

manière extrêmement intéressante, en plus des différences d'affinités, le PS573434 

n'induit pas les mêmes changements conformationnels selon les isoformes du 

CXCR3, ces changements se trouvent même être opposés dans les spectres PWR. 

De tels changements dans les réponses des isoformes traduisent des différences 

déjà reconnues dans la réponse des isoformes après fixation du ligand. Ceci peut 

notamment expliquer le recrutement differentiel de protéines G entre CXCR3-A et  

CXCR3-B, et ainsi l'activation de voies de signalisation opposées.  

 

 De manière générale, le CXCR3 fixe les chimiokines ELR- que sont CXCL4,  

CXCL4L1, CXCL9, CXCL10 et CXCL11. L'étude est complexe du fait de la présence 

des isoformes d'épissage CXCR3-A et CXCR3-B possédant des voies de 

Figure 55: Impact du changement d'oligomérisation du CXCL4 sur l'activation de 
CXCR3-A. Stimulation de 5 minutes pour chaque condition 
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signalisation opposées. Nos résultats PWR mettent en évidence que les mêmes 

ligands vont agir avec des affinités différentes sur les isoformes, et surtout que la 

réponse du ligand sera différente selon l'isoforme présente dans la cellule. L'agoniste 

PS573434 stimule le CXCR3-A et ainsi active les voies pro-tumorales et pro-

prolifératives, via le recrutement des protéines Gα-i/o ou Gα-q. Nous savons 

désormais que l’agoniste peut aussi stimuler le CXCR3-B et ainsi activer ces voies 

de signalisation anti-tumorales et anti-angiogeniques, via le recrutement des 

protéines Gα-s. Il serait important de tester tous les ligands de CXCR3 en PWR pour 

déterminer leurs Kd avec chaque isoforme de CXCR3, et d'étudier les différences de 

conformation et d’activation de ces isoformes. 

 

 Contrairement au CXCL4, l'isoforme de CXCR3 activée lors d'une stimulation 

au CXCL4L1 est peu caractérisée. Les expériences de vidéomicroscopie et de SPR 

réalisées à Taiwan nous ont permis de conclure que le CXCL4L1 interagit avec 

CXCR3-A. Une interaction suivie d'une internalisation du complexe ligand/récepteur 

a pu être visualisée par vidéomicroscopie. De manière logique, nous avons montré 

que CXCL4L1 stimule des voies de signalisation du CXCR3-A associées aux 

MAPK/ERK. Au contraire, CXCL4 ne se fixe pas et n’active pas CXCR3-A. Nous 

avons pu vérifier que le CXCL4 entrainait une stimulation des voies liées au CXCR3-

B comme la voie MAPK/P38. L'oligomérisation des chimiokines étant un processus 

essentiel pour leur activité, des mutants du CXCL4 présentant des défauts dans leur 

tétramérisation ont été réalisés nous permettant d’obtenir du CXCL4 sous forme de 

dimère ou de monomère en solution. Lors des stimulations des isoformes de CXCR3, 

nous avons observé que certains des mutants sous forme de monomère de CXCL4 

entrainaient une stimulation des voies de signalisation MAPK/ERK du CXCR3-A, se 

comportant ainsi comme le CXCL4L1. En vérifiant l'activation de la voie MAPK/P38, 

les premiers résultats montrent que les mutants stimulent cette voie via le CXCR3-B 

par rapport aux conditions contrôles, mais de manière moins importante que par 

rapport au CXCL4 tétramérique. Le changement d'oligomérisation du CXCL4 

permettrait donc de changer les affinités de fixation de cette chimiokine sur les 

isoformes CXCR3-A ou CXCR3-B. Des mutations du CXCL4L1 sont actuellement en 

cours de préparation et de caractérisation. Il sera très intéressant de voir si les 

changements d'oligomérisation du CXCL4L1 entrainent des modifications dans la 
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fixation et les affinités avec les deux isoformes de CXCR3. De plus, des expériences 

de SPR, voir même de PWR avec les différentes chimiokines et mutants nous 

permettraient de déterminer précisément leurs constantes d'affinités avec le CXCR3-

A ou CXCR3-B. 
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Chapitre III : CXCR3-A et CXCL4L1 comme 

potentielles cibles thérapeutiques 
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I. Introduction et objectifs de l'étude 
 

 De part leurs différentes fonctions comme le recrutement leucocytaire sur le 

site tumoral, l’angiogenèse tumorale ainsi que les fonctions biologiques liées à la 

prolifération, la survie cellulaire et l’invasion, les chimiokines jouent un rôle important 

dans le développement tumoral. 

 

 La dualité des isoformes de CXCR3 font de lui un récepteur de plus en plus 

étudié. En effet, bien que CXCL4 et CXCL4L1 soient largement décrits comme 

angiostatiques, anti-prolifératifs et pro-apoptotiques (Maione et al., 1990; Struyf et al., 

2004, 2007; Van Raemdonck et al., 2014; Vandercappellen et al., 2010), l'étude du 

rôle et des fonctions de CXCR3-A mettent à jour les propriétés pro-tumorales que 

peuvent avoir ces chimiokines. De ce fait, le profil et la balance d'expression de ces 

isoformes modulent grandement la réponse de leurs ligands sur le développement 

tumoral. Au vu des résultats originaux obtenus et présentés précédemment, 

l'inhibition de CXCR3-A ou de ses ligands spécifiques comme le CXCL4L1 pourrait 

jouer un rôle déterminant dans la progression tumorale. 

 

De nos jours, le cancer du pancréas fait partie des cancers les plus meurtriers 

et les plus agressifs. Le pancréas est une glande amphicrine composé de deux 

grands types de tissu, exocrine et endocrine. Le tissu exocrine, composé de cellules 

regroupées en unité fonctionnelle appellée acini, contribue à la synthése et à la 

libération du suc pancréatique, riche en protéases et autres enzymes aux fonctions 

digestives. Le tissu endocrine est, pour sa part, composé de cellules formant les îlots 

de Langherans qui synthétisent et libérent les hormones essentielles pour 

l’homéostasie glucidique. 

 

 Du fait de la nature amphicrine du pancréas, on distingue deux grands types 

de cancer : les tumeurs exocrines qui représentent 85% des cancers du pancreas, et 

les tumeurs endocrines qui représentent 15% des cancers du pancréas. Parmi les 
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85% des tumeurs exocrines, l’adénocarcinome pancréatique canalaire, ou PDAC 

(« Pancreatic Ductal AdenoCarcinoma »), constitut  90% des cancers du pancréas. 

Selon l’Institut National contre le Cancer (INCA), en plus d’être les cancers du 

pancréas les plus représentées, les PDAC sont aussi les plus meurtiers, faisant 

d’eux la 4ième cause de décès par cancer dans les pays industrialisés. En effet, le 

taux de mortalité des PDAC étant très élevé, la survie à 1 an est de l'ordre de 

20/25% des patients, et la survie à 5 ans est d'environ 5%. L’opération chirurgicale 

n’est envisagée que si la taille, la localisation et l’état général du patient le permettent 

et induit une amélioration du taux de survie à 5 ans à environ 20% (Koorstra et al., 

2008). Deux médicaments servent actuellement au traitement du cancer du 

pancréas, la gemcitabine (Gemzar®) et l'erlotinib (Tarceva).  Bien que ces 

traitements puissent entraîner des effets bénéfiques pour certains patients, ils ne 

sont pas considérés comme curatifs. La recherche de biomarqueur se trouve être, 

comme pour le cas des glioblastomes, primordiale afin de développer de nouvelles 

stratégies thérapeutiques, ou pour faciliter un dépistage précoce de ce cancer. 

 

 CXCL4L1 présente une activité inhibitrice sur la croissance des vaisseaux 

beaucoup plus élevée que celle du CXCL4 (Struyf et al., 2004). Comme pour 

CXCR3, l'implication de cette chimiokine dans la progression tumorale et les 

mécanismes d'actions de cette dernière sont encore peu connus. Cependant, une 

inhibition du développement tumoral de mélanome ou de cancer du poumon sur 

modèle murin ont pu être observés lors d'un traitement avec une protéine 

recombinante de CXCL4L1 (Struyf et al., 2007). CXCL4L1 apparait comme une 

nouvelle cible potentielle dont les rôles dans l'angiogenèse et l'invasion tumorale sont 

à caractériser.  

 

 Plusieurs études ont été effectuées dans notre groupe de travail, et sont 

toujours en cours de réalisation. Notamment, le rôle du CXCL4L1 dans le cancer du 

pancréas est un travail auquel j'ai pu grandement contribuer, et qui a été récemment 

accepté pour publication dans le journal "Cancer Research". Nous sommes 

également en collaboration avec une équipe de chimistes, dirigée par le Pr. 

Lecommandoux (Laboratoire de Chimie des Polymères Organiques LCPO, 
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UMR5629). Notre projet consiste à créer des nanoparticules ciblant et inhibant 

spécifiquement le CXCR3, afin de développer une stratégie thérapeutique ciblée 

prometteuse. 

 

II. Rôles des chimiokines CXCL4 et CXCL4L1 dans le cancer du 
pancréas 

 
 Les résultats présentés dans cette partie ont été acceptés dans le journal 

"Cancer Research". Une partie des résultats obtenus et que j'ai réalisée sur le 

CXCL4L1 et le CXCR3-A va être présentée de façon plus détaillée ici. Le reste des 

résultats, ainsi que les matériels et méthodes, seront expliqués dans l'annexe V : « 

Dual roles for CXCL4 chemokines and CXCR3 in angiogenesis and invasion of 

pancreatic cancer? » 

 

A. Régulation de l’expression de CXCL4L1 dans les 
adénocarcinomes pancréatiques  

 

 Afin de déterminer le rôle de CXCL4L1 dans le développement du cancer du 

pancréas, trois lignées cellulaires de PDAC ont été utilisées : les BxPC3, les Panc-1 

et les Mia PaCa-2. L'expression de CXCL4L1 a été précédemment caractérisée au 

laboratoire par qPCR in vitro et in vivo dans le modèle de la CAM mais aussi après 

injection de cellules tumorales en sous-cutanée dans des souris RAG-γ/c. Une nette 

augmentation de l'expression du CXCL4L1 a pu ainsi être mise en évidence in vivo 

dans les lignées BxPC3 et Panc-1 soulignant l'effet du microenvironnement tumoral 

sur les cellules, en induisant la synthèse du CXCL4L1. Pour la lignée Mia-PaCa2, 

l'expression du CXCL4 se trouve aussi augmentée in vivo et le CXCL4L1 devient 

détectable (Figure 56).  
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 Il est desormais admis que le microenvironnement extracellulaire est capable 

de moduler le caractère invasif des cancers, on parle de microenvironnement 

tumoral. Les fibroblastes sont les cellules les plus représentées dans ce 

microenvironnement et sont grandement responsable des composants de la matrice 

extracellulaire. Dans un stroma soumis à certains processus physiologiques ou 

inflammatoires, les fibroblastes subissent une modification de leurs phénotypes se 

traduisant par l’apparition de certains marqueurs comme l’α-SMA, la vimentine ou 

encore la protéine FAP (« Fibroblast Activation Protein »). On parle alors de 

myofibroblastes (Garin-Chesa et al., 1990). Dans le cadre d’un cancer, on parle de 

CAF (« Cancer Associated Fibroblast ») 

 

L'hypothèse de l'impact du microenvironnement tumoral sur la production du 

CXCL4L1 a pu être vérifié in vitro en réalisant des co-cultures entre les cellules de 

PDAC et des cellules du microenvironnement comme des cellules endothéliales 

Figure 56: Expression du CXCL4L1 dans les lignées de PDAC 
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(HUVEC pour « Human Umbilical Vein Endothelial Cells », HUAEC pour « Human 

Umbilical Artery Endothelial Cells »), des cellules musculaires lisses ou encore des 

myofibroblastes (MF) hépatiques humains (donné par le Pr. Jean Rosenbaum, 

(Gillibert-Duplantier et al., 2010)). Nous avons en premier lieu caractérisé les MF 

utilisés dans l'étude en contrôlant l'expression de marqueurs connus pour les CAFs 

comme FAP, FSP1, ou encore la vimentine (Figure 57). Nous avons pu démontrer 

que les MF utilisés en co-culture exprimés fortement certains de ces marqueurs 

comme FAP et la vimentine, mais qu'une faible expression de FSP1 était détectée. 

Ceci suggére que les MF expriment et se comportent, du moins en partie, comme les 

CAFs.  

 

  
De toutes les co-cultures réalisées, uniquement celles avec les MF nous ont 

permis d'obtenir une augmentation de l'expression du CXCL4L1 par les cellules 

tumorales. La mise en place de co-culture où les cellules sont séparées par une 

membrane, dont les pores ne laissent passer que le milieu de culture et les facteurs 

sécrétés, nous a permis d'étudier l'expression du CXCL4L1 des cellules de PDAC 

avant et après co-culture avec les MF (Figure 58). Pour les BxPC3 qui n’expriment 

pas de CXCL4L1 in vitro, leur co-culture avec les MF permet l'induction de cette 

chimiokine (Figure 58 A) et ceci est réversible si les MF sont enlevés de la co-culture 

(Figure 58 B). Ces résultats soulignent le rôle essentiel des MF du 

microenvironnement tumoral dans l’induction de l’expression du CXCL4L1 par les 

cellules tumorales. 

Figure 57: Expression de certains marqueurs de CAF par les MF 
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 De manière intéressante, la co-culture des MF avec la lignée Panc-1, qui 

exprime du CXCL4L1 de manière endogène, ne permet pas l'augmentation de 

l’expression de cette chimiokine (Figure 59). Ces résultats soulignent le rôle des MF 

dans l'initiation de l’expression du CXCL4L1, mais pas dans son amplification. Il se 

peut que la production d'autres facteurs, issus des autres cellules du 

microenvironnement tumoral, soient nécessaires à cette amplification. 

Figure 58: Impact de la co-culture des BxPC3 sur la production du CXCL4L1 

Figure 59: Rôle des MF dans la production du CXCL4L1 par la lignée Panc-1.  
MabL1 : Anticorps du CXCL4L1 
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B. Rôle de CXCR3 dans le développement de l'adénocarcinome 
pancréatique 

 

 Au vu des résultats obtenus sur l'expression du CXCL4L1, l'expression du 

récepteur CXCR3 dans ces lignées de PDAC a alors été étudiée. Peu de CXCR3-B a 

pu être détecté par qPCR in vitro dans les trois lignées, et uniquement la lignée 

Panc-1 présente une forte expression de CXCR3-A (Figure 60 A et C). Après 

implantation in vivo dans la souris, les niveaux d'expression de CXCR3-A dans les 

cellules Panc-1 et de CXCR3-B dans les cellules Mia PaCa-2 sont augmentés 

(Figure 60 B). 

 

 La stimulation in vitro des cellules BxPC3 et Panc-1 par le CXCL4L1 a donné 

des résultats différents, qui ont pu être expliqués par la présence ou non de CXCR3 

dans ces cellules. En effet, les BxPC3 n'exprimant pas CXCR3 in vitro, le CXCL4L1 

n'induit aucun changement dans la prolifération ou l'invasion des cellules (Voir 

résultats Annexe V, Figure 5B). Au contraire, les Panc-1 synthétisent de manière 

Figure 60: Expression de CXCR3-A et CXCR3-B dans les lignées de PDAC 
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endogène du CXCL4L1 mais aussi du CXCR3-A. L'utilisation de siARN inhibant le 

CXCL4L1 ou de l'anticorps bloquant spécifique du CXCL4L1 préalablement élaboré 

et caractérisé au laboratoire, le MabL1 (Dubrac et al., 2010), entraîne une diminution 

de la prolifération cellulaire. Ces résultats suggèrent que le CXCL4L1 favorise la 

prolifération tumorale via l’activation du CXCR3-A présent dans les Panc-1 (Figure 

61 A). Comme dans le chapître I des résultats, nous avons donc vérifié la voie de 

signalisation des MAPK/ERK suite à la stimulation du CXCL4L1. Nous avons pu 

observer une augmentation de p-ERK, qui est inhibée en pré-traitant les cellules 

avec le U0126, un inhibiteur spécifique de la voie des MAPK (Figure 61 B). 

 

 Afin d'étudier le rôle de la stimulation du CXCR3-A par le CXCL4L1, un 

clônage stable du CXCR3-A a été réalisé au laboratoire. Au vu de la faible efficacité 

de transfection, couplée à la forte mortalité des cellules BxPC3, nous avons réalisé le 

clônage sur la lignée Mia PaCa-2 qui, comme les BxPC3, ne présente pas 

d'expression endogène de CXCR3-A. Le vecteur utilisé est le même vecteur que 

celui utilisé pour les HEK-CXCR3A dans le chapître I (le pEGFPN2+CXCR3-A) et les 

cellules ont été nommées les Mia PaCa-2-R3 (Voir résultats Annexe V, Figure S8A et 

S8B). Nous avons étudié l'impact d'une stimulation chronique du CXCL4L1 sur ces 

cellules par co-culture avec une lignée de HEK surexprimant et sécrétant le 

Figure 61: Impact de la modulation de l'activité du couple CXCR3 / CXCL4L1 dans la 
prolifération des cellules Panc-1. 



180 
 

CXCL4L1 (les HEK-V1, lignée établie précédemment au laboratoire, voir materiel et 

méthode de l'annexe V). Nous avons observé que la présence chronique de 

CXCL4L1 dans le microenvironnement permet d'augmenter la prolifération des Mia 

PaCa-2-R3, contrairement aux cellules contrôles Mia PaCa 2. (Figure 62 A et B).  

 

 Des co-cultures contrôles avec des cellules HEK-293 parentales ont été 

réalisées, et ne modifient pas la prolifération des Mia PaCa-2-R3 et Mia PACA-2. 

Nos résultats nous permettent de conclure que CXCL4L1 active CXCR3-A, ce qui 

induit la prolifération des Mia Paca-2-R3. Pour confirmer ceci, nous avons réalisé les 

co-cultures en présence ou en absence du MabL1 ou du SCH546738 (antagoniste 

du CXCR3, précédemment utilisé dans l'article I du chapître I). Nous avons montré 

Figure 62: Effet d'une stimulation chronique du CXCR3-A par le CXCL4L1 
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que l'augmentation de la prolifération liée à la co-culture avec les HEK-V1 était 

inhibée lorsque l'on bloquait soit le CXCL4L1 par le MabL1, soit le CXCR3-A par le 

SCH546738 (Figure 63 A). Ces résultats confirment que les différences 

fonctionnelles observées précédemment sont liées à la formation du complexe 

CXCL4L1 / CXCR3-A. De plus, nous avons confirmé que la stimulation de 5 minutes 

au CXCL4L1 permet d'induire l'activation de la voie MAPK/ERK via l'augmentation p-

ERK (Figure 63 B). 

 

C. Le couple CXCL4L1 / CXCR3-A comme cible thérapeutique 

 
 Afin de déterminer l'impact thérapeutique du MabL1, les souris implantées 

avec des cellules tumorales BxPC3 ou Panc-1 ont été traitées ou non in vivo, 2 fois 

par semaine, avec le MabL1 (25µg pendant 2 mois). L'inhibition de CXCL4L1 par le 

MabL1 a induit l'augmentation du volume tumoral par 2, et du poids par 1,5, des 

tumeurs BxPC3 (cellules injectées en sous-cutané). L'angiogenèse tumorale a été 

observée suite aux traitements par le MabL1. L’augmentation de la formation des 

vaisseaux sanguins a pu être quantifiée dans les tumeurs BxPC3, via l’inhibition du 

CXCL4L1, puissant facteur angiostatique (Figure 64 A). Au contraire, pour les 

tumeurs Panc-1, le MabL1 a entrainé une diminution du volume et du poids des 

tumeurs (cellules injectées en orthotopique ou en sous-cutané) (Figure 64 B). 

Figure 63 : Impact de la stimulation du CXCR3-A par le CXCL4L1 avec ou sans traitement 
au MabL1 ou au SCH546738 
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 En parallèle,  il a été montré dans les Panc-1 injectées en orthotopique que la 

formation de métastases aux poumons et la prolifération cellulaire étaient diminuées 

lors du traitement MabL1 sur les tumeurs, mais que la formation de vaisseaux 

sanguins n'était pas affectée (Voir annexe V, figure 7I J K et L). Les effets opposés 

du CXCL4L1 observés via le traitement au MabL1 dans les différentes lignées 

peuvent s'expliquer par la présence ou l'absence du récepteur CXCR3 dans les deux 

lignées cellulaires. Dans les tumeurs BxPC3 ne présentant pas le CXCR3, l'effet du 

CXCL4L1 se fait probablement sur les cellules endothéliales ou d'autres cellules du 

microenvironnement tumoral. Dans ce modèle, CXCL4L1 inhibe la progression 

tumorale indirectement probablement via son rôle angiostatique. Au contraire, pour 

les tumeurs Panc-1 exprimant du CXCR3-A endogène, CXCL4L1 va activer ce 

récepteur et ainsi  induire la mise en place de plusieurs voies de signalisation pro-

tumorales.   

 

Figure 64: Traitement au MabL1 des tumeurs PDAC exprimant ou non le CXCR3 : 
BxPC3 ou Panc-1 
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 Afin de confirmer l'effet in vivo du CXCL4L1 sur la formation des vaisseaux, 

nous avons réalisé des qPCR sur les tumeurs Panc-1 et Mia PaCa-2. Nous avons pu 

confirmer que les tumeurs Panc-1 expriment du CXCL4L1 contrairement aux 

tumeurs Mia PaCa-2. De plus, nous avons pu démontrer que ceci était inversement 

proportionnel à l'expression du marqueur des vaisseaux sanguin PECAM1 (6,16 fois 

plus d'expression dans les Mia PaCa-2 par rapport au Panc-1) (Figure 65). 

 

 

III. L’utilisation de nanoparticules ciblant CXCR3 comme outil 
thérapeutique 

 

Après les études sur la caractérisation de CXCR3, et de son implication dans 

la progression tumorale, effectuées au cours de ma thèse (modèle de glioblastome, 

mais aussi via la chimiokine CXCL4L1 dans le modèle d’adénocarcinome 

pancréatique), nous avons souhaité développer une nouvelle stratégie thérapeutique 

ciblée contre ce récepteur. Pour ceci, nous avons élaboré une collaboration avec le 

Laboratoire de Chimie des Polymères Organiques (LCPO, UMR5629, Bordeaux, 

France) avec l’équipe de Pr. Sébastien Lecommandoux et ayant pour but la 

formation de nanoparticules associée à l’antagoniste de CXCR3. 

  

Figure 65: Corrélation entre l'expression du CXCL4L1 et la formation des vaisseaux 
sanguins 
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A. Principe et historique des nanoparticules 
 

Les nanoparticules, ou nanovecteurs, sont des composées de taille inférieure 

à 1µm (Faraji and Wipf, 2009) afin d’être du même ordre de grandeur que les virus et 

protéines (Figure 66). Elles ont de nombreuses applications comme le ciblage 

biologique, l’amélioration ou encore l’administration d’agents thérapeutiques.  

 

Les nanoparticules sont désormais considérées comme une nouvelle 

génération d’immunothérapie avec de grands avantages par rapport à des anticorps 

conventionnels comme leur taille, leur stabilité, leur solubilité et la reconnaissance 

d’épitopes masqués. 

 

 De nos jours, nous sommes à la troisième génération de nanoparticules. En 

effet, les premières générations permettent uniquement l’encapsulation d’un 

composé chimique autour d’une couche ou bicouche lipidique. La nanoparticule sera 

rapidement détectée par l’organisme et dégradée par les macrophages, libérant ainsi 

le composé chimique. Du fait du faible temps de vie de la nanoparticule, la seconde 

génération a été développée afin d’augmenter la demi-vie des nanoparticules dans le 

sang. Pour se faire, un composé très hydrophile a été rajouté aux nanoparticules afin 

Figure 66: Echelle de taille des nanoparticules 
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d’augmenter leur solubilité et diminuer leur dégradation par le système immunitaire, 

on parle de vecteurs furtifs. Dans la plupart des cas, le  polyéthylène glycol (PEG), 

est le polymère greffé à la nanoparticule. Afin de pouvoir cibler un tissu ou une 

protéine donnée, la troisième génération de nanoparticule a été élaborée. La surface 

des nanoparticules de seconde génération a été modifiée afin d’y introduire des 

composés biologiques comme des ligands, des peptides ou même des anticorps (Cai 

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

 

B. L’utilisation des nanoparticules dans le cancer 
 

La mise en place des nanoparticules offre de grandes possibilités dans le 

cadre du traitement contre le cancer. Premièrement, on distingue le ciblage passif du 

ciblage actif. L’angiogenèse tumorale, comme énoncée en introduction, est 

constituée de vaisseaux sanguins tortueux et perméables, permettant le passage de 

nombreux composés vers la tumeur. Détourner ce phénomène de perméabilité des 

vaisseaux sanguins pour introduire un agent thérapeutique dans la tumeur constitue 

ce qu’on appelle le ciblage passif des nanoparticules. Pour ceci, il faut que la 

nanoparticule soit furtive et circule suffisamment longtemps afin d’arriver au niveau 

des vaisseaux sanguins tumoraux. A ce stade, il faudra que la nanoparticule soit plus 

petite que les pores se trouvant dans les vaisseaux sanguins afin de parvenir à la 

tumeur. Il s’agit d’une stratégie très importante pour délivrer au sein de la tumeur des 

agents thérapeutiques de petites tailles et contenus dans la nanoparticule 

(Hashizume et al., 2000; Hobbs et al., 1998). Le ciblage actif, pour sa part, nécessite 

des nanoparticules de troisième génération. En effet, il se base sur le principe de 

reconnaissance entre une cible spécifique de la tumeur (surexpression d’un 

récepteur par exemple) et la molécule reconnaissant la cible, qui sera greffée sur la 

nanoparticule (le ligand d’un récepteur par exemple). En plus d’être spécifique de la 

tumeur, la cible doit être aussi accessible par la nanoparticule, donc à la surface 

membranaire. Une fois fixée, la nanoparticule peut agir en bloquant les voies de 

signalisation issue de la cible, ou encore libérer des composés cytotoxiques contre 

les cellules tumorales. 
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D’autres applications issues de ces nanotechnologies sont possibles en plus 

des ciblages actifs ou passifs, par exemple pour le diagnostic médical. En effet, elles 

peuvent être utilisées pour le développement de dispositifs extrêmement sensibles et 

pour la détection de certaines cibles moléculaires associées au développement 

tumoral. Par exemple, elles peuvent être utilisées pour reconnaître la présence dans 

le sang de protéines ou de peptides associés au cancer. Les nanoparticules peuvent 

aussi être utilisées en imagerie médicale afin d’améliorer la localisation mais aussi le 

diagnostique de la tumeur. Le ciblage spécifique de facteurs cancéreux par les 

nanoparticules est un grand avantage pour l’imagerie de la tumeur. De plus, il est 

possible d’ajuster les propriétés optiques des nanoparticules en fonction de leurs 

tailles, permettant la détection de plusieurs biomarqueurs simultanément. Des 

nanoparticules de type « Quantum Dots » (Points Quantiques, ou QD) ont ainsi été 

développé, et se comportent comme des fluorophores dont la longueur d’onde est 

dépendante de la taille du vecteur. Ceci permet d’obtenir un très large spectre 

possible pour l’imagerie médicale.  

 

C. Les nanoparticules associées à l’antagoniste de CXCR3 
 

1. Principe et objectifs 
En collaboration avec l’équipe du Pr. Sebastien Lecommandoux, nous 

étudions le ciblage de CXCR3 par des nanoparticules polymères de troisième 

génération. L’équipe de chimie travaille sur la formation des nanoparticules 

présentant à leur surface l’antagoniste du CXCR3 : le SCH546738 (Figure 67). 

Figure 67: Formation des nanoparticules couplée à l’antagoniste de CXCR3 
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La formation de nanoparticules ciblant CXCR3 peut avoir plusieurs impacts en 

terme de stratégie thérapeutique. Premièrement, il peut s’agir d’un ciblage du 

récepteur dans les cellules cancéreuses afin d’en limiter son activation, jouant ainsi 

comme une nanoparticule bloquante de l’activité de CXCR3. La nanoparticule peut 

alors présenter des avantages par rapport au SCH546738 classique, comme une 

augmentation de la solubilité et de la distribution de la molécule. La nanoparticule 

peut, de même, présenter l’avantage de concentrer de nombreuses molécules 

SCH546738 dans un espace restreint. Ceci peut créer un effet zone et ainsi mieux 

fixer le CXCR3. La nanoparticule peut aussi agir en temps qu’outil d’imagerie des 

zones de la tumeur exprimant le CXCR3, ou encore comme outil cytotoxique en 

entrainant la dégradation des cellules tumorales exprimant CXCR3.   

 

2. Modification chimique du SCH546738 
Pour des raisons de conflit d’intérêt et de propriétés intellectuelles, les 

modifications chimiques, les conditions de réactions et la composition des blocs 

amphiphiles réalisés par l’équipe de chimiste du LCPO de Bordeaux ne seront pas 

révélées. Afin de pouvoir former des nanoparticules en solution, ces blocs 

amphiphiles doivent contenir deux parties essentielles: une hydrophile permettant de 

solubiliser le SCH546738 et une hydrophobe permettant l’assemblage des 

nanoparticules (Figure 68). 

   

 

 

Différentes modifications chimiques ont été réalisées sur le SCH546738 afin 

de pouvoir le coupler au copolymère à bloc amphiphile et former par co-assemblage 

les nanoparticules. Cette approche présente l’avantage de pouvoir moduler le 

Figure 68: composition du 
bloc amphiphile couplé au 

SCH546738 



188 
 

nombre de ligands à la surface de la nanoparticule afin de déterminer le ratio optimal 

pour l’efficacité du ciblage et celle de l’effet biologique souhaité. De plus, la 

modulation des propriétés pharmacologiques du SCH546738 permet une 

augmentation de la durée de vie et du temps de circulation, ainsi que sa solubilité via 

les groupements amphiphiles couplés. 

 

Les copolymères à blocs amphiphiles ont été obtenus au LCPO par Laura 

Rodriguez (doctorante de l’université de bordeaux) par polymérisation à ouverture de 

cycle (« Ring Opening Polymerisation », ROP), la réaction se déroulant sous 

atmosphère inerte. Le temps de réaction (plusieurs heures à plusieurs semaines) ou 

la proportion des réactifs, sont des paramètres permettant d’avoir un contrôle sur le 

degré de polymérisation du bloc amphiphile. Obtenir une large gamme de 

copolymères à blocs de différentes fractions hydrophiles, va permettre une étude de 

l’auto-assemblage de ces amphiphiles, et de déterminer celui ou ceux pouvant 

former spontanément des vésicules. Ainsi, l’équipe de chimiste a pu générer 

plusieurs copolymères à blocs. Ces polymères ont été caractérisés par RMN 1H pour 

vérifier leur structure chimique, par chromatographie d’exclusion stérique (SEC) pour 

mesurer leur polydispersité, par calorimétrie différentielle à balayage (DSC) pour 

déterminer les transitions de phases (enthalpie de fusion, de cristallisation et 

température de transition vitreuse) et par analyse thermogravimétrique (ATG) pour 

vérifier la pureté de l’échantillon. 

 

3. Etude de la modification du SCH546738 sur son activité 
Après modifications chimiques, nous avons vérifié que l’activité du 

SCH546738 était toujours la même. Nous avons réalisé sur les lignées HEK-CTRL et 

HEK-CXCR3A des stimulations avec le PS372424 après pré-traitement au 

SCH546738 ou SCH-modifié. Nous avons effectué différentes conditions afin de 

trouver la dose minimale optimale permettant de bloquer l’activité du CXCR3-A. Pour 

se faire, nous avons réalisé une cinétique de pré-traitement des deux molécules 

SCH546738, tout en se basant sur la concentration de 2,2nM préalablement publiée 

(Jenh et al., 2012) (Figure 69).  
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Nous avons ainsi montré que pré-traiter les cellules 60 minutes avec 2,2nM de 

SCH546738 non modifié ou modifié permet d’inhiber de façon optimale l’activation du 

récepteur CXCR3-A. Il n’y a pas de différence significative d’activité avec la molécule 

modifiée ou non. Ces résultats permettent de conclure que la modification chimique 

apportée au SCH546738, pour le coupler aux blocs amphiphiles, n’affecte pas son 

activité inhibitrice sur le CXCR3-A. Suite à la modification chimique, le SCH546738 a 

pu être récemment couplé à la partie hydrophile des blocs amphiphiles. Les tests 

d’activités biologiques sont toujours en cours de réalisation au laboratoire, mais les 

résultats suggèrent que le couplage ne modifie pas l'activité du SCH546738. Une fois 

fini, la partie hydrophobe sera couplée et nous aurons l’intégralité de la molécule 

SCH546738 couplée au bloc amphiphile. Il faudra alors les mettre en solution pour 

avoir la formation, par auto-assemblage, de nanoparticules associées au 

SCH546738. 

 

IV. Conclusions et perspectives 
 

 Les données présentées dans ce dernier chapitre mettent en évidence 

l'importance de la chimiokine CXCL4L1 dans le développement de l'adénocarcinome 

pancréatique, via la fixation sur son récepteur CXCR3-A. Nous avons montré que les 

Figure 69: Impact du traitement au SCHnm ou SCHm sur la stimulation de CXCR3-A 
nm: non modifié, m : modifié 
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cellules tumorales de PDAC surexpriment le CXCL4L1 grâce au microenvironnement 

tumoral. En effet, les MF sont capables de secréter un facteur soluble induisant 

l'expression du CXCL4L1 dans les cellules tumorales. D'autres facteurs provenant du 

microenvironnement tumoral doivent surement être impliqués dans cette régulation, 

mais n’ont pu être déterminés à ce jour. 

 

 Le CXCL4L1 induit ses effets biologiques via la fixation sur le CXCR3-A. Ainsi, 

la stimulation exogène du CXCL4L1 sur les BxPC3 ou les Mia-PaCa2 n'a pas d'effet 

puisque les cellules n’expriment pas le CXCR3. Au contraire, pour la lignée Panc-1 

exprimant de façon endogène CXCR3-A, la stimulation par le CXCL4L1 permet 

l'activation de la voie MAPK/ERK. La mise en place de clônes stables surexprimant 

le CXCR3-A sur la lignée Mia PaCa2 nous a permis de démontrer que CXL4L1 

active la voie des MAPK/ERK et induit une augmentation de la prolifération cellulaire. 

De manière intéressante, nous avons réussi à bloquer ces effets par utilisation 

d’anticorps bloquant le CXCL4L1 (MabL1), mais aussi via l'utilisation de l'antagoniste 

de CXCR3 : le SCH546738. Ceci prouve que c'est la formation du couple CXCL4L1 / 

CXCR3-A qui entraîne les effets biologiques pro-tumoraux. 

  

 Le CXCL4L1, en plus de son rôle angiostatique, possède un rôle novateur 

dans la progression tumorale. Via sa fixation sur son récepteur CXCR3-A, il favorise 

les mécanismes de prolifération et migration des cellules tumorales. Le 

microenvironnement tumoral joue un rôle essentiel dans l'induction de l'expression du 

CXCL4L1 par les cellules tumorales de PDAC. La modulation du ligand, ou du 

récepteur, via l'utilisation d'inhibiteurs pharmacologiques ou d'anticorps bloquant, 

apparait donc comme une stratégie thérapeutique prometteuse dans le traitement 

des adénocarcinomes pancréatiques. Bien que les MF puissent permettre l'induction 

in vivo du CXCL4L1, d'autres facteurs peuvent aussi intervenir. La recherche 

approfondie de ces molécules ainsi que celle des cellules impliquées permettrait de 

compléter l'étude afin de mieux comprendre les mécanismes d'initiation et 

d'augmentation de l'expression du CXCL4L1. 
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 Nous avons établi une collaboration avec le Laboratoire de Chimie des 

Polymères Organiques afin de développer une nouvelle technique ciblant le CXCR3, 

pour inhiber ses effets dans la progression tumorale. Pour se faire, nous avons dû 

modifier le SCH546738 afin de pouvoir le coupler à un polymère amphiphile et 

permettre la formation de nanoparticules de troisième génération, présentant le 

SCH546738 sur toute leur surface. La modification chimique du SCH546738, ainsi 

que son couplage avec la partie hydrophile du bloc amphiphile, ont pu être réalisée 

au cours des deux dernières années. Aucune modification de l'activité inhibitrice n'a 

été détectée dans les différentes molécules (contrôles, modifiées ou couplées). Une 

fois la partie hydrophobe couplée, nous serons en mesure de former les 

nanoparticules. Pouvoir cibler le CXCR3 in vivo et étudier l'effet de ces 

nanoparticules dans la progression tumorale sera alors possible. La question de la 

spécificité du ciblage demeure cependant présente. En effet, la nanoparticule sera 

tout aussi capable d'inhiber le CXCR3 tumorale, que le CXCR3 physiologique 

(notamment dans les cellules endothéliales). De ce fait, on peut supposer que les 

effets pro-tumoraux du CXCR3-A pourront être inhibés via la fixation des 

nanoparticules au sein de la tumeur, mais que les effets biologiques du CXCR3 dans 

la régulation de l'angiogenèse seront aussi inhibés. Notamment, l'inhibition du 

CXCR3-B, angiostatique, dans ces cellules pourrait amplifier les phénomènes 

d'angiogenèse tumorale. Des stratégies de ciblage spécifique de l'isoforme CXCR3-A 

devront alors être réalisées afin d’inhiber principalement ses fonctions pro-tumorales.  

 

 Une telle stratégie ciblée permet la formation de nanoparticules avec un 

nombre définie de SCH546738 à leur surface. Ainsi, il sera possible d'étudier le 

nombre minimal de SCH546738 requis pour inhiber les fonctions de CXCR3, tout en 

limitant toute toxicité et effets secondaires liés à un traitement chronique avec ces 

nanoparticules. Les études in vivo sur modèle murin et sur le modèle de la CAM 

permettront d’optimiser tous ces paramètres pour aboutir à la formation de 

nanoparticules ciblant le CXCR3 efficaces. 
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Discussion générale et perspectives 
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 L'embryogenèse, l’angiogenèse, l’inflammation et le cancer sont des 

phénomènes physiologiques ou pathologiques pour lesquels les chimiokines ont un 

rôle fondamental (Krieg and Boyman, 2009). Notamment, elles régulent des fonctions 

essentielles à la formation tumorale telles que la chimiotaxie leucocytaire sur le site 

tumoral, l’angiogenèse tumorale ainsi que la prolifération, la survie cellulaire et 

l’invasion (Bergers and Benjamin, 2003; Hanahan and Folkman, 1996; Krieg and 

Boyman, 2009; Mantovani et al., 2004). Au cours de ces trois année de thèse, je me 

suis concentré sur l’étude des chimiokines CXCL4 et CXCL4L1 et du rôle de leur 

récepteur CXCR3 dans la progression tumorale, et notamment des mécanismes 

d'actions par lesquels l'isoforme CXCR3-A induit ces effets pro-tumoraux.   

 

I. CXCL4L1, une nouvelle cible thérapeutique ? 
 

 Découverte plus récemment que le CXCL4, le variant CXCL4L1 présente une 

activité angiostastique plus important que celle du CXCL4 (Struyf et al., 2004). Dans 

la plupart des études où l’expression de CXCL4 fait de lui un biomarqueur de la 

progression tumorale, la distinction entre les deux variants n’est pas réalisée. De ce 

fait, CXCL4 et potentiellement CXCL4L1 constituent des marqueurs pour le 

diagnostic et le pronostic de certains cancers chez l'homme. Depuis sa découverte, 

de plus en plus d'études cherchent à caractériser les effets du CXCL4L1 dans la 

progression tumorale. Notamment, l'équipe de Sofie Struyf a largement contribué à la 

caractérisation des effets anti-tumoraux de cette chimiokine dans de nombreux 

cancers comme celui du poumon, de la peau ou encore du sein (Struyf et al., 2007; 

Van Raemdonck et al., 2014; Vandercappellen et al., 2010). De manière générale, 

ces études décrivent CXCL4L1 comme régulateur négatif de l'angiogenèse tumorale 

ce qui induit indirectement une inhibition de la progression tumorale. Accepté 

récemment (Septembre 2016), notre équipe a montré le rôle novateur et direct du 

CXCL4L1 dans la progression de l'adénocarcinome pancréatique. Nous avons mis 

en évidence l’importance du microenvironnement tumoral en tant que puissant 

inducteur de l'expression du CXCL4L1 dans les cellules tumorales. Le facteur soluble 

responsable de cet effet reste toujours à déterminer. Contre toute attente, les effets 

du CXCL4L1 sur la progression tumorale des cellules issus de PDAC furent 
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dépendants du type cellulaire mis en jeu. Dans les tumeurs BxPC3, le CXCL4L1 

induit une inhibition de la progression tumorale via un effet angiostatique, en accord 

avec l'effet anti-tumoral indirect du CXCL4L1. Cependant, pour les tumeurs Panc-1, 

le CXCL4L1 induit la croissance tumorale et l'activation de voies pro-tumorales. Dans 

ces mêmes tumeurs, CXCL4L1 inhibe toujours la formation des vaisseaux sanguins. 

Ainsi, nous avons émis l'hypothèse que les effets opposés du CXCL4L1 observés 

dans les différentes lignées pouvaient s'expliquer par la présence ou l'absence du 

récepteur au CXCL4L1, CXCR3, dans les cellules tumorales. En effet, nous avons 

démontré que les tumeurs Panc-1, contrairement aux tumeurs BxPC3, expriment le 

CXCR3-A de manière endogène. La surexpression de CXCR3-A dans une autre 

lignée de PDAC, n’exprimant pas CXCR3 (les Mia PaCa-2), nous a permis de 

confirmer cette hypothèse. Ainsi, les effets du CXCL4L1 dans ces tumeurs 

s’expliquent par l'activation de CXCR3-A et l'induction de voies de signalisation pro-

tumorales. Nous avons de plus montré in vitro que l'inhibition de l'intéraction de 

CXCL4L1 avec CXCR3-A par utilisation de l'anticorps bloquant MabL1 ou de 

l'antagoniste du CXCR3 (SCH546738), supprimait l'activation de la voie MAPK/ERK, 

ainsi que la migration cellulaire induite par le CXCL4L1. Ainsi, en plus du rôle 

angiostatique de CXCL4L1, notre étude met à jour une fonction pro-tumorale via la 

fixation directe du CXCL4L1 sur CXCR3-A dans les cellules tumorales. 

 

 Depuis plus de 20 ans, les chimiokines CXC sont décrites pour leur rôle dans 

la chimiotaxie des cellules endothéliales et donc dans l'angiogenèse, en fonction de 

la présence ou non du motif ELR dans leurs séquences (Strieter et al., 1995, 2005). 

La plupart des chimiokines ELR- sont induites par l' IFNγ et inhibent l'angiogenèse 

induite par des facteurs de croissance comme le FGF-2 ou le VEGF (Farber, 1993). 

Au niveau tumoral, du fait de l'expression dérégulée des facteurs pro-angiogèniques, 

la couverture péricytaire n'est souvent que partielle et le vaisseau n'est jamais 

totalement stabilisé, entrainant la formation d'un réseau vasculaire irrégulier, 

perméable et tortueux (Baluk et al., 2005). Le switch angiogénique est finement 

régulé par les molécules pro- ou anti-angiogeniques, faisant des chimiokines des 

cibles intéressantes en terme de stratégie thérapeutique (Bergers and Benjamin, 

2003; Hanahan and Folkman, 1996). Les fonctions angiostatiques du CXCL4 et du 

CXCL4L1 sur les cellules endothéliales ont fait de ces chimiokines de prometteuses 
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molécules aux propriétés anti-tumorales. Cependant, l’étude plus approfondie du 

CXCL4 a pu montrer que son expression est soit augmentée soit diminuée selon les 

cancers, pointant du doigt le caractére bivalent de cette chimiokine (Cervi et al., 

2008). Désormais, le schéma global apparait bien plus complexe au vu des effets 

différents induits par leur récepteur CXCR3 sur les cellules endothéliales, ou 

directement sur les cellules tumorales. 

 

II. CXCR3, un récepteur à double tranchant 
 

 Fixant les chimiokines CXCL4, CXCL4L1, CXCL9, CXCL10 et CXCL11, 

CXCR3 est le principal récepteur des chimiokines ELR-. Bien que CXCR3 soit 

reconnu comme le récepteur fonctionnel des activités angiostatiques, et donc 

indirectement anti-tumorales, de ces chimiokines, la présence des isoformes CXCR3-

A, CXCR3-B et CXCR3-ALT au sein même des cellules tumorales complexifie le 

modèle. Les travaux de Paola Romagnani et Laura Lasagni ont mis en évidence que 

les effets angiostatiques et anti-prolifératifs des chimiokines ERL- se font à travers 

l'isoforme CXCR3-B, principalement exprimé dans les cellules endothéliales (Lasagni 

et al., 2003; Romagnani et al., 2001). Au contraire, induisant la prolifération, la 

migration et la survie cellulaire, l'isoforme CXCR3-A est caractérisé comme un 

récepteur pro-tumoral (Wu et al., 2012). L’equipe d’Alan Wells décrit la balance 

d’expression entre le CXCR3-A et le CXCR3-B comme régulatrice de la progression 

tumorale, et parle de « Stop and Go signal ». Si la balance d’expression est en 

faveur du CXCR3-A, les voies pro-tumorales liées à la migration et l’invasion sont 

activées et on obtient le signal « Go » de la progression tumorale. Au contraire, si la 

balance est en faveur du CXCR3-B, les voies propres à la migration et l’invasion 

tumorale sont inhibées et on obtient le signal « Stop » de la progression tumorale 

(Wu et al., 2012). Le rôle de la troisième isoforme CXCR3-ALT n’est que trés peu 

connu du fait de sa faible expression in vivo. Toutefois, il a été rapporté que sa 

stimulation active les voies de MAPK/ERK, la phosphorylation d'AKT, et induit des 

effets chimiotactiques suite à la fixation du CXCL11 (Ehlert et al., 2004; Korniejewska 

et al., 2011). Ainsi, bien que le CXCL4 et le CXCL4L1 induisent des effets 
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angiostatiques via le CXCR3B présent entre autres sur les cellules endothéliales, la 

balance d'expression entre les deux isoformes de CXCR3 dans les cellules 

tumorales determine le signal « Go » ou « Stop ». Suite aux résultats obtenus avec 

CXCL4 et CXCL4L1, l’étude des mécanismes d'activation, du trafic vésiculaire 

intracellulaire et des voies de signalisation mises en jeu par les isoformes CXCR3-A 

et CXCR3-B ont constitué la grande majorité de mon travail de thèse. 

 

 Des études ont prouvé que le recrutement des protéines G des deux 

isoformes était différent, ce qui induit l'activation de voies de signalisation et des 

effets biologiques opposés. L’activation de CXCR3-B provoque le recrutement des 

protéines Gα-S activant l'adénylate cyclase, la formation d'AMPc et la stimulation de 

la protéine kinase A (PKA). Cette dernière est un puissant angiostatique inhibant la 

prolifération cellulaire des cellules endothéliales et activant leur apoptose, 

notamment via la voie MAPK/P38  (Kim et al., 2002; Petrai et al., 2008). Au contraire, 

l’activation de CXCR3-A induit la mobilisation des protéines Gα-i/o ou Gα-q activant 

des voies pro-tumorales (Phospholipase C, PI3K/AKT, MAPK/ERK, MAPK/JNK). 

Ceci induit la prolifération, la migration et l’invasion des cellules cancéreuses, 

notamment dans les cellules de glioblastomes (Maru et al., 2008; Wu et al., 2012). 

L’angiogenèse tumorale est un critère très important pour la progression des 

glioblastomes, mais les traitements anti-angiogèniques, comme celui du 

Bevacuzimab, restent à ce jour très controversés. La nécessité de trouver de 

nouveau marqueur en tant que cible tumorale dans les glioblastomes reste cruciale. 

CXCR3-A semble impliqué dans la progression tumorale du glioblastome, comme 

décrit par l’équipe de Jeffrey K. Harrison. Ce dernier montre qu’une forte expression 

tumorale de CXCR3 est un facteur de mauvais pronostique pour les patients atteints 

d’un glioblastome (Liu et al., 2011). De plus, l'étude sur modèle de glioblastome 

murin (cellules GL261) montrent que l'utilisation d'un inhibiteur pharmacologique de 

CXCR3, le NBI-74330, induit une diminution de la progression tumorale et une 

augmentation du temps de survie des souris (Liu et al., 2011). Au vu de l'intérêt 

croissant de CXCR3 dans la progression tumorale, nous nous sommes, en plus de 

notre étude sur l’adenocarcinome pancreatique, intéressés aux rôles de CXCR3-A 

dans la progression du glioblastome. 
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 Nous avons démontré que l’activation de CXCR3-A par fixation de ses ligands 

permet l’induction de voie de signalisations pro-tumorales (MAPK/ERK), en accord 

avec les études de Seema V. Maru (Maru et al., 2008). Nous avons démontré que 

CXCR3-A induit la migration des cellules de glioblastomes et provoque la mise en 

place d’un phénotype pro-invasif de ces tumeurs, ce qui est en accord avec l’étude 

de Chiu Liu montrant que l’expression de CXCR3 est un facteur de mauvais 

pronostique dans les glioblastomes (Liu et al., 2011). Nous n’avons cependant pas 

pu mettre en évidence de lien entre l’expression de la protéine CXCR3 et le grade 

des cellules issues de gliomes étudiés. Ceci est en opposition avec des études 

caractérisant l’expression de CXCR3 comme corrélée avec le grade des tumeurs 

gliales (Maru et al., 2008; Sharma et al., 2016). Cependant, aucune distinction entre 

les isoformes de CXCR3 n’est faite dans la plupart des études caractérisant 

l’expression de CXCR3 avec l’évolution des glioblastomes. Au vu des effets 

tumoraux opposés induits par CXCR3-A et CXCR3-B, le développement d’anticorps 

dirigés spécifiquement contre ces isoformes apparait nécessaire. L’expression et 

l’activation de CXCR3 étant deux paramètres distincts, CXCR3 pourrait être un 

biomarqueur de la progression du glioblastome via le maintien de son activation et 

donc de la régulation de sa localisation ou présence à la membrane.  

 

III. Corrélation entre l'expression de CXCR3 et la mutation IDH1 
 

 Nous avons démontré in vitro le rôle de CXCR3-A et de LRP1 dans la 

progression tumorale du glioblastome. Nous avons aussi réalisé des études 

bioinformatiques sur différentes bases de données dont celle du « Cancer Genome 

Atlas (TCGA) » afin de voir la pertinence de nos données chez les patients. Nous 

avons réalisé des courbes de survie en fonction de l’expression de CXCR3, et ceci 

dans les différents grades de gliome. Bien que l’expression de CXCR3 ne soit pas un 

facteur de risque dans les gliomes de grade IV, nous voyons un fort impact de 

l’expression de cette protéine dans les gliomes de grade II ou III. En effet, plus 

l’expression de CXCR3 est forte, plus la survie des patients sera faible, faisant de 

CXCR3 un bon marqueur de l’agressivité de ce bas grade de gliomes (Figure 70). 
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Nous avons par la suite regardé les corrélations entre l’expression de CXCR3 

et d’autres facteurs pronostics, et de manière très intéressante, nous avons pu 

mettre en évidence une forte corrélation entre l’expression de CXCR3 et la mutation 

IDH1. En effet, en analysant l’expression de CXCR3 dans des gliomes de grade III 

présentant des mutations IDH1 ou non, nous avons observé que l’expression de 

CXCR3 était supérieure d’un facteur de 4 dans les gliomes non mutés pour IDH1. 

Cette mutation étant un facteur de bon pronostique, la corrélation de cette dernière 

avec la faible expression de CXCR3 se trouve être très intéressante. De la même 

manière, nous somme retourné sur les données de survie dans les différents grades 

de gliomes, et nous avons regardé la présence des mutations IDH1. Dans les 

gliomes de grade III, où CXCR3 est un bon facteur pronostique, nous avons pu voir 

que seulement 36% des patients possèdent la mutation IDH1 lorsque l’expression de 

CXCR3 est élevé et où la survie est la plus faible. Au contraire, lorsque l’expression 

de CXCR3 est faible et que la survie globale des patients augmente, 78% des 

patients possèdent la mutation IDH1. Les facteurs pronostiques « Expression de 

CXCR3 » et « Mutation IDH1 » sont donc très fortement corrélé, et renforce le fait 

que CXCR3 soit un marqueur de la progression du glioblastome (Figure 71).  Du fait 

du faible nombre de gliomes secondaires mutés pour IDH1 évoluant en glioblastome, 

les analyses de survie en fonction de la mutation IDH1 et de l’expression de CXCR3 

n’ont pas encore pu être effectuées. 

Figure 70: Analyse de survie des patients en fonction de l'expression de CXCR3 
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IV. LRP1 comme régulateur essentiel de l'activité pro-tumorale de 
CXCR3-A. 

 

Nos résultats démontrent clairement que CXCR3-A est régulé par le récepteur 

d’endocytose LRP1. Ce dernier interagit physiquement avec CXCR3-A et permet son 

internalisation clathrine-dépendante. LRP1 est une protéine multifonctionnelle aux 

nombreux ligands, impliqué dans l’internalisation et la dégradation de nombreuses 

protéines plasmatiques (Strickland and Ranganathan, 2003), dans l’intégrité 

vasculaire (Boucher et al., 2003; Zhou et al., 2009), dans la perméabilité de la BHE 

(Yepes et al., 2003), mais aussi dans la progression tumorale en régulant notamment 

les adhérences cellulaires et l’invasion tumorale (Dedieu et al., 2008; Langlois et al., 

2010). L’expression de LRP1 est augmentée dans les astrocytomes malins, et 

particulièrement dans les glioblastomes, suggérant un rôle important dans la 

progression tumorale des glioblastomes (Yamamoto et al., 1997). Plus récemment, 

l’équipe de Petra May a démontré le rôle de LRP1 comme un intégrateur indirect de 

Figure 71: Corrélation de l'expression de CXCR3 avec la mutation IDH1 
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la voie de signalisation du S1P via la modulation de l’activation de la protéine Gαi 

(Nakajima et al., 2014). De manière extrêmement intéressante, LRP1 n’interagit pas 

avec les récepteurs au S1P qui sont des GPCR. Notre étude est la première 

montrant une telle interaction et ouvre la porte sur un tout nouveau rôle de LRP1, 

comme partenaire et régulateur « direct » de l’activité de certains GPCR. Par 

exemple, Manuel Yepes a montré que LRP1 fixe le t-PA et transduit ses effets 

protéolytiques dans la régulation de la perméabilité de la BHE (Yepes et al., 2003). 

Une hypothèse est que LRP1, en plus de fixer le t-PA, puisse intéragir avec un des 

substrats de ce dernier et ainsi faire le lien physique entre le t-PA et son substrat. On 

pourrait ainsi supposer qu’un GPCR de la famille PAR (récepteur de la thrombine par 

exemple) soit un substrat du t-PA et que son intéraction avec LRP1 favorise son 

clivage responsable de l’augmentation de la perméabilité de la BHE. 

 

 Des travaux ont montré le mécanisme d’internalisation de CXCR3-A dans les 

lymphocytes T comme étant indépendant de la clathrine, et conduisant à la 

dégradation lysosomale de CXCR3 (Meiser et al., 2008). Au contraire, nous avons 

montré dans les cellules tumorales de glioblastomes que l’internalisation du CXCR3-

A était dépendante de la clathrine, et que le récepteur était recyclé à la membrane 

par la voie du trans-Golgi. Cette voie de recyclage a été mise en évidence pour 

plusieurs recepteurs, et se caractérise par un recyclage lent des récepteurs à la 

membrane (Bonifacino and Rojas, 2006; Koliwer et al., 2015; Shewan et al., 2003). 

Elle permet également de former des vésicules de stockage stables, protégeant les 

récepteurs de la dégradation lysosomale (Shewan et al., 2003). Nos résultats sur le 

trafic vésiculaire du CXCR3-A sont en accord avec des études sur le CXCR7 dans le 

cancer du sein, où l’internalisation est clathrine dépendante, pour un recyclage à la 

membrane du récepteur (Luker et al., 2010). De plus, cette étude montre clairement 

l'internalisation constitutive de CXCR7, même sans présence de son ligand 

(CXCL12), ce qui est en total accord avec nos résultats sur le CXCR3. La différence 

de trafic vésiculaire de CXCR3-A avec celui mis en évidence dans les lymphocytes T 

suggère que ce mécanisme est dépendant du type cellulaire. L'intéraction avec LRP1 

pourrait être le signal initiateur d'une telle voie de recyclage, protégeant CXCR3-A de 

la dégradation lysosomale et de son « turn-over » (Figure 72). 
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Figure 72: Modèle 



202 
 

 D’autres récepteurs aux chimiokines de type CXCR ont déjà été caractérisés 

dans les tumeurs gliales. En 1998, Anil Sehgal a montré que CXCR4 était 

surexprimé dans les glioblastomes, et qu’il était nécessaire pour la prolifération 

tumorale (Sehgal et al., 1998). Différentes études ont confirmé l’expression de 

CXCR4 dans les cellules de glioblastomes, et ont montrées que son expression est 

corrélée avec un mauvais pronostic des patients (Bian et al., 2007; Zhou, 2002). 

CXCR7 a aussi été caractérisé comme étant exprimé dans les cellules de 

glioblastomes et pouvant fixer les mêmes ligands que CXCR4 : le CXCL11 et 

CXCL12 (Calatozzolo et al., 2011). CXCR3, CXCR4 et CXCR7 apparaissent comme 

les principaux GPCRs impliqués dans la progression des glioblastomes. Ainsi, dans 

nos modèles cellulaires de glioblastomes surexprimant CXCR3-A (et où LRP1 

module ses mécanismes d’activations), nous avons regardé si l'interaction avec 

LRP1 était spécifique de CXCR3, ou si LRP1 pouvait aussi intéragir avec CXCR4 et 

CXCR7. Nous n’avons jamais pu voir d’interaction physique entre LRP1 et CXCR7 

dans les cellules de glioblastome utilisées dans notre étude. Par contre, ces cellules 

n’exprimant pas de CXCR4, il nous a été impossible de savoir si LRP1 interagit avec 

CXCR4 ou non. Il serait donc intéressant de réaliser de telles expériences afin de 

pouvoir dire si CXCR3 est un CXCR spécifiquement ciblé par LRP1. En parallèle, 

nous avons également montré que ces deux récepteurs intéragissent dans le modèle 

in vivo de la CAM, mais aussi dans des lignées cellulaires issues de patient atteints 

de glioblastome. De plus, l’intéraction est également présente dans d’autres types 

cellulaires non tumoraux comme dans les cellules musculaires lisses, les CaSMC. 

L'intéraction CXCR3-A / LRP1 ouvre une nouvelle dimension d'étude dans les 

processus où ces deux protéines sont exprimées. Notament dans le domaine 

vasculaire, et particuliérement dans les CML, où CXCR3 ainsi que LRP1 sont 

impliqués dans des processus pathologiques comme l'athérosclérose.  
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V. Implication du couple CXCR3-A / LRP1 dans d'autres 
pathologies? Exemple de l'athérosclerose 

 

 En plus de son expression et de son rôle dans les cellules endothéliales, il est 

reconnu que CXCR3 est exprimé dans les CML, notamment dans les zones 

associées avec la formation de plaque d’athérome, faisant de son expression un 

facteur de risque dans le cadre de l’athérosclérose (Goldberg et al., 2001). LRP1, 

pour sa part, est aussi fortement exprimé dans les CML, et la génération de souris 

KO pour LRP1 dans les CML induit des défauts au niveau de la paroi vasculaire, et 

ainsi la formation de plaque d’athérome (Boucher et al., 2003). Il a été montré que 

LRP1 avait un rôle vasculo-protecteur via l’internalisation du complexe PDGFbb-

PDGFRβ, lui permettant de contrôler ainsi l’hyperplasie vasculaire (Boucher et al., 

2003; Loukinova, 2002; Zhou et al., 2009). Cependant, les travaux d’Eva J.A. van 

Wanrooij ont pu montrer dans les modèles murins que le nombre de plaques 

d’athéromes liées aux KO global des récepteurs aux LDL était diminué lors d’un 

traitement avec un antagoniste du CXCR3, réduisant ainsi le processus 

d’athérosclérose (van Wanrooij et al., 2007). Bien que l’implication spécifique de 

CXCR3-A ou CXCR3-B dans l’athérosclérose ne soit pas encore connu, cette étude 

suggère que la diminution des récepteurs aux LDL provoque la formation des 

plaques d’athéromes par un mécanisme lié à CXCR3. Adapté à notre étude, on peut 

penser que dans les souris KO pour LRP1, en plus de la suractivité de la voie du 

PDGFRβ, l’activité de CXCR3-A soit amplifiée dans les cellules musculaires lisses. 

Ceci pourrait contribuer à l’hyperprolifération et l'induction des plaques d’athéromes. 

Nos résultats préliminaires sur les CaSMC montrant l’interaction physique entre 

LRP1 et CXCR3 soutiennent cette hypothèse. 
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VI. La spécificité d'intéraction chimiokine / récepteur 
 

 La fixation des ligands sur les différentes isoformes de CXCR3 n’est pas 

encore complètement caractérisée. Notamment, nous avons pu montrer des 

intéractions préférentielles du CXCL4 pour le CXCR3-B et du CXCL4L1 pour 

CXCR3-A. Les changements de conformation, ainsi que l’oligomérisation des 

chimiokines sont des processus essentiels pour la fixation à leurs récepteurs 

respectifs, ainsi qu'au maintien de leurs fonctions (Paavola et al., 1998; Proudfoot et 

al., 2003). De récentes études montrent que l’état d’oligomérisation des chimiokines 

induit des changements de fixation aux glycosaminoglycanes et module ainsi leur 

présentation à leur récepteur (Dyer et al., 2015; Liang et al., 2016). Ceci est en 

accord avec nos travaux de mutation du CXCL4 montrant que sous forme 

tétramerique il se fixe au CXCR3-B alors que sous forme monomérique il se fixe au 

CXCR3-A. Ces résultats suggérent un changement de présentation ou d’affinité du 

CXCL4 sur les isoformes CXCR3-A ou CXCR3-B. De manière toute aussi 

intéressante, nous avons regardé par PWR la fixation de l’agoniste commercial 

PS372424 (fragment actif du CXCL10) et son impact sur la conformation des 

récepteurs CXCR3-A ou CXCR3-B. Le CXCL10 se fixe principalement sur le CXCR3-

A avec un Kd 10 fois supérieur à celui obtenu avec le CXCR3-B. Cependant, nous 

observons tout de même une fixation sur les deux isoformes, et les conformations 

induites sont diamétralement opposées. En effet, nous pouvons dire que suite à une 

stimulation du récepteur par le PS372424, le CXCR3-A augmente son allongement 

sur la membrane (augmentation de la polarisation P-Pol), alors que le CXCR3-B se 

rétracte en diminuant son étalement et son allongement (diminution de P-Pol et de S-

Pol). Les travaux sur les conformations de ces récepteurs, en collaboration avec le 

Dr. Isabel Alves, sont encore en cours, notamment avec l’utilisation d’autres ligands 

de CXCR3 (CXCL4, CXCL4L1, CXCL9, CXCL11). Ces premiers résultats suggèrent 

que les ligands induisent des changements de conformation de CXCR3 différents. 

Ceci peut se traduire par des protéines G recrutées différentes, et des voies de 

signalisation activées différentes. Ceci est en accord avec toute la bibliographie sur 

CXCR3-A et CXCR3-B présentée au cours de cette thèse décrivant les voies de 

signalisation et effets biologiques des deux isoformes (Datta et al., 2010; Hu et al., 

2015; Kim et al., 2002; Lasagni et al., 2003; Maru et al., 2008; Romagnani et al., 
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2001; Wu et al., 2012). De plus, LRP1 semble impliqué dans ces changements de 

conformation puisque la diminution de LRP1, en plus de maintenir l'activité de 

CXCR3-A, entraine une grande augmentation du critère allongement, et induit une 

augmentation de l’étalement de ce récepteur. 

 

VII. Bilan général 
 

 L’objectif de ces trois dernières années, était d’entreprendre l’étude de CXCR3 

sous deux grands angles : l’étude de ses ligands et des deux principales isoformes 

de CXCR3 : CXCR3-A et CXCR3-B. Nous avons réussi grâce à l’utilisation d’outils 

biologiques à comprendre les mécanismes d’action de CXCR3-A et de ses ligands 

dans la progression tumorale, mais aussi le rôle essentielle de LRP1 comme 

régulateur de cette activation. L’utilisation d’outils biophysiques et moléculaires nous 

ont permis de comprendre certaines interactions préférentielles entre les ligands et 

les deux isoformes, et notamment que l’état d’oligomérisation de ces chimiokines est 

important pour la fixation sur l’une ou l’autre isoforme. Enfin, l’utilisation d’outils 

chimiques nous permettra de développer une future stratégie thérapeutique ciblant le 

CXCR3 dans les cellules tumorales (Figure 72). 

  

 Ce projet s’inscrit dans une dynamique globale réalisée par l’équipe 

«Chimiokine» du laboratoire. De nombreux projets ont pu émerger suite aux travaux 

présentés précédemment, et ce dans différents domaines d’études (biologie 

cellulaire, physique et chimie) dans lesquelles je participe pleinement. Ainsi, 

plusieurs travaux sont actuellement en cours dans notre groupe de recherche. Parmi 

eux, la nature exacte du complexe CXCR3-A / LRP1 et les domaines d’intéractions 

(notamment au niveau du CXCR3-A) devraient apporter de nombreuses informations 

sur les processus d’internalisation du CXCR3-A induite par LRP1. De plus, bien que 

cette intéraction semble spécifique de CXCR3, nous ne pouvons toujours pas 

affirmer si LRP1 est aussi capable d’intéragir avec CXCR3-B ou non. LRP1 pourrait 

être un régulateur global des isoformes de CXCR3, entrainant leur internalisation et 
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donc leur désensibilisation. L’intéraction potentielle entre LRP1 et CXCR3-B est 

toujours en cours de caractérisation au laboratoire. La stratégie thérapeutique serait 

complètement opposée si une telle intéraction pouvait être vérifiée. En effet, dans le 

cas de l’isoforme CXCR3-A, l'intéraction avec LRP1 permet de diminuer les effets 

pro-tumoraux de CXCR3-A et la stratégie consisterait à cibler et inhiber 

spécifiquement le récepteur (notament avec les nanoparticules de SCH546738). Au 

contraire, CXCR3-B étant une isoforme anti-tumorale et angiostatique dans de 

nombreux cancers, la stratégie serait cette fois ci de déstabiliser l’intéraction avec 

LRP1 pour maintenir l’activation de CXCR3-B. Nous avons montré qu’il était possible 

de déstabiliser cette interaction par traitement exogène, par exemple avec la protéine 

chaperonne RAP. Cependant, il est possible que si une telle interaction entre 

CXCR3-B et LRP1 soit réelle, les effets induits par LRP1 demeurent différents.  

 

 En plus de LRP1, les ligands de CXCR3 sont aussi capables de modifier la 

réponse de ce dernier, et notamment nous avons pu montrer que l’état 

d’oligomérisation des chimiokines joue un rôle important dans la spécificité 

d’activation des deux isoformes CXCR3-A et CXCR3-B. L’étude de la liaison des 

chimiokines aux GAGs devrait répondre à de nombreuses questions concernant la 

présentation de ces chimiokines aux isoformes de CXCR3. Après avoir caractérisé le 

rôle de CXCR3-A dans la progression tumorale dans le glioblastome ainsi que dans 

les tumeurs de PDAC, l’élaboration des nanoparticules couplées à l’antagoniste de 

CXCR3 et capables d’inhiber l’activité du CXCR3 présent à la surface membranaire, 

représente le début d’une stratégie thérapeutique ciblée prometteuse. Comme toutes 

les nouvelles stratégies en développement, la formation et l’action de ces 

nanoparticules vont s’accompagner de plusieurs études. Une fois que leur action 

aura pu être caractérisée in vivo, l’un des critères les plus importants sera 

probablement de réussir à cibler spécifiquement le CXCR3-A dans les cellules 

tumorales, et non pas le CXCR3-B anti-tumoral se trouvant soit dans les cellules 

composant la tumeur, mais aussi dans le microenvironnement tumoral et sain. En 

conclusion, CXCR3 est dans plusieurs cancers un des acteurs majeurs de la 

progression tumorale. Continuer et approfondir l’étude de ces mécanismes d’actions 

et de ses partenaires nous permettraient de mieux appréhender la régulation de son 

activité et de ses fonctions biologiques. 
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