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PREAMBULE

Une des caractéristiques majeure du développement tumoral est I'’échappement de cellules
cancéreuses de la tumeur primaire et leur dissémination dans la circulation sanguine ou
lymphatique conduisant a I'apparition de métastases a distance. Les métastases sont la
principale cause des déces attribués au cancer soulignant I'importance d’étudier et
d’identifier leurs mécanismes de formation.

De récents travaux ont démontré I'important potentiel métastatique de cellules tumorales
circulantes associées entre elles sous forme de clusters (ou agrégats) et présentes dans la
circulation sanguine de patients atteints de cancers d’origine épithéliale. De plus, ces travaux
ont mis en évidence une forte corrélation entre leur détection et un pronostic péjoratif.

Si ces résultats représentent une avancée dans la compréhension des étapes menant a la
formation de métastases, il existe encore peu d’éléments permettant de comprendre
comment se forment et se maintiennent ces clusters de cellules tumorales.

Dans ce contexte général, mes travaux de these portent sur I'étude des mécanismes
d’agrégation cellulaire tumorale en conditions ancrage-indépendantes et s'inscrivent dans la
perspective d'en identifier les régulateurs.

La partie introductive a pour objectif de présenter les connaissances actuelles concernant les
mécanismes responsables de I'échappement et de la dissémination de cellules tumorales et
conduisant a I'apparition de métastases, dont les clusters de cellules tumorales circulantes.
La contribution des jonctions intercellulaires épithéliales dans le processus métastatique
sera abordée a travers la description de ces mécanismes ainsi que la présentation de I'essai
expérimental d’agrégation que nous avons utilisé et les premiers résultats qu’il a permis
d’obtenir.

Les deux parties suivantes présenteront les résultats que nous avons obtenus. Tout d’abord
nous exposerons le réle des jonctions communicantes et de la P-cadhérine dans 'agrégation
de cellules tumorales mammaires et colorectales, les travaux traitant des jonctions
communicantes ayant fait I'objet d’'une publication dans la revue BMC Cancer. La seconde
partie décrira nos travaux non publiés sur I'établissement d’une classification d’'un panel de
lignées cellulaires basé uniquement sur leurs propriétés d’agrégation. Une discussion
détaillée accompagnera dans un encart chaque partie des résultats.

La derniere partie de ce manuscrit synthétisera I'ensemble des résultats et proposera une
discussion générale mettant en perspective nos travaux et les perspectives qu’ils ouvrent.
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Figure 1: lllustration des 10 caractéristigues essentielles associées au développement
tumoral et a la dissémination métastatique
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L'apparition d’une instabilité génétique et de mutations est a l'origine de la plupart des
caractéristiques suivantes des cellules tumorales. Le maintien d’une prolifération active provient des
capacités a détourner et amplifier les signaux extracellulaires induisant la prolifération, associées a
des dérégulations des voies de signalisation inhibant la croissance. Les cellules tumorales
développent également des stratégies de contournement de la mort cellulaire, malgré une
importante instabilité génétique induisant des mutations. Ces trois capacités précédentes doivent
étre soutenues par la capacité de pouvoir répliquer I’ADN a l'infini afin que les cellules puissent étre
immortelles et puissent se diviser activement sans entrer en sénescence. La dérégulation du
métabolisme cellulaire est également nécessaire pour produire une énergie suffisante pour cette
importante prolifération dans des conditions spécifiques.

L'induction de I'angiogenese est nécessaire a la création de nouveaux vaisseaux dans la tumeur qui
va permettre I'apport de nutriments et d’oxygene et |'évacuation des déchets. L'interaction étroite
des cellules tumorales avec le microenvironnement conduit a la modification de ce dernier qui
devient inflammatoire, favorisant le développement tumoral. Tout au long de la progression
tumorale, les cellules mettent au point des stratégies d’échappement au systéme immunitaire qui est
programmé pour les détruire, en détectant I'apparition de ces caractéristiques particulieres. Enfin,
I"augmentation du grade du cancer et de sa virulence sont associées a I'acquisition d’un potentiel
invasif et métastatique par les cellules tumorales.

Figure extraite de Hanahan et Weinberg, 2011.




INTRODUCTION

On parle du cancer de maniére générale mais il en existe en réalité plus de 200 types selon le
tissu et les cellules atteints. En effet tous les tissus de I'organisme peuvent étre concernés
par le développement d’une tumeur. Les leucémies qui affectent le tissu sanguin, les
myélomes au niveau de la moelle osseuse ou encore les lymphomes qui touchent les
ganglions sont classés comme cancers liquides. Les cancers dits solides se développent au
niveau des épithélia pour les carcinomes ou des tissus conjonctifs pour les sarcomes.

Par la suite nous nous focaliserons sur les mécanismes de progression tumorale des

carcinomes qui représentent environ 80% des cas de cancer (Lambert et al., 2017).

Le cancer est une maladie qui résulte d’'une accumulation de dérégulations (détaillées Figure
1) qui vont conduire une cellule saine au sein d’un tissu a devenir une cellule précancéreuse
qui va proliférer de maniere incontrélée et anarchique, donnant lieu a I'apparition d’une
tumeur primaire localisée dans ce tissu. Une des caractéristiques critiques des cellules de
carcinome est la capacité a quitter le site de la tumeur primaire pour coloniser, d'abord
localement, le tissu avoisinant, puis, dans les stades les plus avancés de la maladie, a former
des métastases via la circulation sanguine et/ou lymphatique dans des localisations

secondaires différentes et situées a distance de la tumeur primaire (Figure 2).

Le terme « métastase» (signifiant «changer de place» en grec) a été utilisé pour la premiére
fois en 1829 par Joseph Claude Récamier (Récamier, 1829). Quelques années plus tard,
Stephen Paget proposait la théorie de «la graine et le sol» (Paget, 1889), pour expliquer la
propension de certaines tumeurs a faire des métastases dans un ou des tissus particuliers :
les cellules métastatiques («les graines») ont une affinité spécifique pour le
microenvironnement de certains organes («le sol»), et il n’y a formation de métastases que
s’il y a compatibilité entre les deux éléments. En effet, les cellules tumorales métastatiques
ciblent uniquement certains tissus selon I'origine de la tumeur primaire : par exemple les os,
les poumons, le foie et le cerveau pour les cancers mammaires, les poumons et le foie pour

les cancers colorectaux, ou encore les os pour les cancers prostatiques (Nguyen et al., 2009).

Cette théorie a été contestée par James Ewing (“Neoplastic Diseases,” 1928) pour qui la

dissémination métastatique est uniquement due a des facteurs mécaniques qui sont le
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Figure 2 : Les principales étapes de la progression tumorale et de la formation de métastases

(a) Transformation des cellules et croissance tumorale. (b) Une vascularisation de la tumeur
apparait lorsque le volume de celle-ci augmente, les cellules tumorales sécretent des
facteurs angiogéniques afin d’établir un réseau capillaire a partir des vaisseaux du tissu hote.
(c) Début du processus métastatique avec l'invasion locale du stroma par quelques cellules
tumorales. Les veinules et les vaisseaux lymphatiques ayant de fines parois, elles offrent peu
de résistance a l'intravasation et la pénétration des cellules tumorales dans la circulation
sanguine et lymphatique. (d) Détachement et embolisation de cellules tumorales circulantes
(CTC). Les CTC ayant survécu a la circulation sanguine sont piégées dans de petits capillaires
d’organes situés a distance de la tumeur primaire, en adhérant aux cellules endothéliales
notamment. (e) L'extravasation permet ensuite aux cellules tumorales d’atteindre les tissus
du nouvel organe. (f) Enfin, La prolifération des cellules dans ce nouveau site est I'étape de
colonisation qui marque l'apparition des métastases. Pour continuer a croitre, les
micrométastases vont a nouveau induire leur propre vascularisation, les cellules peuvent
ensuite a nouveau s’échapper dans la circulation sanguine pour aller produire de nouvelles
métastases.

Figure extraite de Fidler, 2003.




résultat de la structure anatomique du systéme vasculaire. On sait aujourd’hui qu’il y a des
éléments qui valident chacune des deux théories selon le contexte (Chambers et al., 2002,

Fidler, 2003).

Au cours de cette introduction, nous nous intéresserons dans une premiere partie aux
différentes étapes qui constituent le processus métastatique. La seconde partie sera
consacrée a la description de deux comportements cellulaires collectifs tumoraux qui
interviennent au cours de la progression métastatique et enfin la troisieme partie traitera
des modeéles d’étude de I'agrégation cellulaire tumorale en conditions ancrage-

indépendantes.

L’objectif de cette introduction n’est pas de décrire de maniére exhaustive tous les
mécanismes de formation des métastases et de progression tumorale qui sont extrémement
complexes et sujets a débat, mais de présenter les notions qui ont nous ont servies de socle

de connaissances pour développer ce travail de thése.
1) L’apparition de métastases : une cascade d’évenements complexes

a) Les étapes du processus métastatique

Malgré I'existence d’importantes disparités, les grandes étapes classiquement décrites pour

la formation de métastases pour les différents cancers de type carcinome sont les suivantes :

- invasion locale et détachement de la tumeur primaire (Figure 2c)

- intravasation dans un vaisseau sanguin ou lymphatique (Figure 2d)

- transit via la circulation lymphatique ou sanguine (Figure 2d)

- échappement du vaisseau par extravasation vers un tissu distant (Figure 2e)

- formation de nodules ou micro-métastases qui vont proliférer pour devenir des lésions
macro-métastatiques dans le nouveau tissu, cette derniére étape correspondant a la
colonisation (Figure 2f). Les métastases vont pouvoir recruter a leur tour des vaisseaux et
des cellules vont a nouveau s’échapper pour former de nouvelles métastases dans d’autres

tissus.
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Figure 3 : Composition des jonctions intercellulaires épithéliales classiques

(A) Structure et acteurs des jonctions adhérentes, jonctions serrées et desmosomes. On
distingue les protéines transmembranaires, les protéines intermédiaires et les éléments du

cytosquelette.
Figure extraite de Neunlist et al., 2013.
(B) Structure des jonctions gap, constituées de deux hexaméres de connexine.

Figure extraite Riquelme et al., 2013.
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i. Détachement et invasion

Afin de pouvoir se déplacer au sein du tissu et le quitter, les cellules cancéreuses d’origine
épithéliale doivent utiliser des mécanismes cellulaires leur permettant de devenir mobile et
d’envahir le tissu environnant, de se déplacer individuellement, d’adhérer a la matrice

extracellulaire ainsi que la dégrader.

Au sein des tissus épithéliaux, les cellules sont maintenues en contact par quatre types de
jonctions intercellulaires appelées «jonctions intercellulaires épithéliales classiques» (Figure
3). Les jonctions adhérentes, serrées et les desmosomes (Figure 3A) sont structurées de la
méme maniére : une protéine transmembranaire qui établit la jonction avec une protéine
transmembranaire d’une autre cellule, un complexe de protéines intermédiaires qui fait le
lien entre les protéines transmembranaires et les éléments constituant le cytosquelette
(actine pour les jonctions adhérentes et serrées, filaments intermédiaires pour les
desmosomes). Les jonctions communicantes (Figure 3B) sont quant a elles composées de
protéines transmembranaires appelées connexines. Ces connexines s’assemblent en un
hexamere ou hémi-canal (6 connexines) qui comporte un pore au centre. La jonction d’un
hexamére d’une cellule avec un hexameére d’une autre cellule va former une jonction gap
qui, en plus de lier les deux cellules, les met en communication grace au canal formé. Ce
canal permet I'échange de petites molécules hydrophiles inférieures a 1 kiloDalton
(Goldberg et al., 2004). Souvent, la dérégulation de I'expression ou de la fonction des
protéines constituants ces jonctions a un impact, dépendant du contexte et du modéle

considéré, sur la progression tumorale.

L’affaiblissement des jonctions intercellulaires est un des éléments permettant aux cellules

tumorales de se détacher des cellules voisines pour s’échapper de la tumeur primaire.

L'altération d'expression la mieux caractérisée est celle de la E-cadhérine (Berx et van Roy,
2009, Cavallaro et Christofori, 2004), protéine membranaire des jonctions adhérentes, qui
est donc un antagoniste de l'invasion et de la métastase a ce stade comme les autres
protéines de jonctions intercellulaires. Ces phénomeénes de répression transcriptionelle et ou
de délocalisation sont aussi valables pour les protéines de jonctions serrées, les desmosomes

(Hugo et al., 2007) et les jonctions communicantes (jonctions gap) (Grek et al., 2016).
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Figure 4 : Les changements phénotypigues induits par I'EMT

Les cellules épithéliales maintenues en contact a 'aide de leurs jonctions intercellulaires :
jonctions adhérentes (E-cadhérine) et serrées reliées au cytosquelette d’actine, desmosomes
reliées aux filaments intermédiaires de cytokératine et jonctions gap (1).

Au cours de 'EMT les cellules épithéliales vont commencer par perdre leur polarité apico-
basale (2).

Les jonctions épithéliales classiques disparaissent de la surface membranaire et sont
remplacées par la N-cadhérine et des intégrines de type mésenchymateux. Les filaments
intermédiaires de cytokératine épithéliaux sont remplacés par la vimentine. Le cytosquelette
d’actine est remodelé sous forme de fibres de stress qui s’accumulent dans les protrusions
membranaires (3).

L’'ensemble de ces modifications et la sécrétion de métalloprotéinases qui vont dégrader la
matrice extracellulaire vont permettre la migration individuelle et I'invasion du stroma
tissulaire environnant par ces cellules (4).

Figure issue de Micalizzi et al., 2010.
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La diminution d’expression de La E-cadhérine associée a la formation de métastases est
associée dans de nombreux carcinomes invasifs a une augmentation d’expression de la N-
cadhérine, une protéine normalement exprimée par les neurones en migration et les cellules

mésenchymateuses durant I'organogenése (Cavallaro et Christofori, 2004).

La sécrétion de metalloprotéinases (MMP) (Kessenbrock et al., 2010) dégradant la matrice
extra-cellulaire, permet de guider les différents types d’invasion de migration dans le stroma
a I'aide de l'interaction entre les intégrines et la matrice extracellulaire (contacts focaux), et
des Rho GTPases (RhoA, Rac et Cdc42) (Pandya et al., 2017, Yilmaz et Christofori, 2009)

(Figure 4).

L’acquisition de ces nouvelles propriétés migratoires et invasives est guidée par la mise en
place d’un programme réversible de transition épithélio-mésenchymateuse (EMT : epithelial-
mesenchymal transition), initialement décrit au cours du développement embryonnaire
(Thiery, 2002), qui sera présenté dans la partie suivante.

A 'aide de I'ensemble des mécanismes présentés, les cellules invasives vont pouvoir migrer
et coloniser d’autres tissus adjacents ou se rapprocher des vaisseaux lymphatiques ou
sanguins pour passer dans la circulation par intravasation et poursuivre le processus

métastatique (Figure 4).

ii. Intravasation

L'intravasation correspond a I'entrée de cellules cancéreuses dans la circulation sanguine ou
lymphatique (Chambers et al., 2002; Chiang et al., 2016; Hanahan et Weinberg, 2011). Nous
nous focaliserons, par la suite, sur les phénomenes observés au cours de 'intravasation dans
la circulation sanguine.

Différents mécanismes vont étre impliqués dans la capacité des cellules tumorales a
traverser la lame basale pour rejoindre les vaisseaux en passant entre les cellules
endothéliales (Figure 5, Chiang et al., 2016) :

- linteraction avec les cellules non-tumorales du microenvironnement (macrophages,
fibroblastes, neutrophiles, plaquettes) peut contribuer a ce processus. Il a, par exemple, été
montré que les cellules tumorales peuvent recruter des macrophages qui vont, au contact
des cellules endothéliales, sécréter des protéases avec les cellules tumorales (Wyckoff et al.,

2007).
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Figure 5 : Différents mécanismes d’intravasation des cellules tumorales

Si les cellules tumorales sont capables d’effectuer I'intravasation seules (cadre rouge), elles
peuvent également recruter des macrophages qui contribuent au processus (cadre vert).
L'augmentation du diamétre et de la perméabilité des vaisseaux favorise I'intravasation des
cellules tumorales (cadre rouge), tout comme I'angiogenése induite par I’hypoxie au sein de
la tumeur (cadre bleu).

Figure extraite de Chiang et al., 2016.
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Cette interaction entre ces deux populations cellulaires peut également permettre la
formation d’invadopodes (médiés par la RhoA GTPase) par les cellules tumorales afin de
passer la lame basale et la barriére endothéliale et rejoindre la circulation (Roh-Johnson et

al., 2014).

- la sécrétion de protéases, ou molécules de signalisation, par les cellules tumorales elles-
mémes : la surexpression de métalloprotéinases de matrice par des cellules mammaires
augmente leur intravasation (Chabottaux et al., 2009), le facteur TGF beta (Transforming
Growth Factor beta) favorise également I'intravasation dans un modéle tumoral mammaire

(Muraoka et al., 2002).

- les conditions environnantes de la tumeur et I'état des vaisseaux associés : I'angiogenése
(induite par I'hypoxie) peut favoriser l'intravasation dans les cancers colorectaux ou la
densité de microvaisseaux intratumoraux est prédictive de la présence de cellules tumorales
circulantes (Tien et al., 2001). Les travaux de Yamamura et al., 2001, ont démontré que chez
des patients atteints de métastases, les tumeurs présentaient des microvaisseaux d'une
lumiére d’un diametre supérieur a ceux observés chez les patients sans métastases. Enfin le
facteur VEGF beta (Vascular Endothelial Growth Factor beta) augmente la perméabilité des

vaisseaux et favorise ainsi I'intravasation (Yang et al., 2015).

iii. Cellules tumorales circulantes : survie, adhérence a I’endothélium et extravasation

Une fois dans la circulation sanguine, les cellules issues de la tumeur sont appelées Cellules
Tumorales Circulantes (CTC). Une tumeur, méme de petite taille, peut relacher des millions
de CTC dans la circulation sanguine (Massagué et Obenauf, 2016). On observe pourtant que
seule une petite partie de ces CTCs est capable de survivre et d’effectuer une extravasation
vers un tissu a distance pour persister en tant que cellules tumorales disséminées
(lorsqu’une CTC a effectué une extravasation) (Dasgupta et al., 2017). De méme, le nombre
de CTCs retrouvées dans le sang dépasse largement le nombre de lésions métastatiques que
I’on peut observer (Nagrath et al., 2007). Cela traduit une faible efficacité de la colonisation

métastatique par les cellules tumorales circulantes.

Le flux sanguin et les forces de cisaillement (Wong et al., 2001), I'anoikis due a I'absence

d’ancrage (Guo et Giancotti, 2004) et le systéme immunitaire (Chen et Mellman, 2017)
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Figure 6: Mécanismes d’extravasation des cellules tumorales circulantes (CTCs)

L'interaction entre les CTC, les plaquettes et les leucocytes protége les CTC des cellules NK
(Natural Killer) du systeme immunitaire et aide a I'adhésion des CTC a la surface des cellules
endothéliales. Suite a cette adhésion les CTC vont passer entre les cellules endothéliales en
dissociant leurs jonctions intercellulaires (migration paracellulaire).

Figure extraite de Lou et al., 2015.
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sont responsables de la mortalité d’une grande partie de ces cellules quand elles passent
dans la circulation. Seules les CTCs, capables de résister a ces différents stress, pourront
effectuer une extravasation, soit moins de 0,1% des CTC qui ont effectué I'intravasation (Lou

et al.,, 2015).

Concernant le flux sanguin et les forces de cisaillement, ils peuvent contribuer a des effets
trés différents sur la progression métastatique selon le contexte: apoptose, prolifération,
invasion, métastase (Huang et al., 2018). Ils peuvent méme, dans des conditions favorables
pour les CTCs, réguler leur arrét, leur adhésion sur les cellules endothéliales et leur

extravasation (Follain et al., 2018).

Différents mécanismes sont impliqués dans la survie des CTCs. L’interaction avec des cellules
circulantes non-tumorales comme les plaquettes (Labelle et al., 2011) et les leucocytes (Lou
et al., 2015) qui mettent en jeu des contacts cellules-cellules, des interactions paracrines et
permettent ainsi un cross-talk entre les CTCs et les cellules non-tumorales (Lou et al., 2015;

Strilic et Offermanns, 2017).

L'interaction avec les plaquettes joue un réle de «bouclier» contre le stress mécanique du
flux sanguin et des forces de cisaillement et également contre le systeme immunitaire inné
et les cellules NK «natural killer» (Figure 6). En effet, ces cellules NK doivent interagir

physiquement avec les CTCs via des récepteurs pour pouvoir les éliminer.

Les CTCs et les cellules non-tumorales associées, et notamment les plaquettes, sécretent des
molécules variées qui contribuent également a la protection des CTCs (Strilic et Offermanns,

2017).

Concernant I'extravasation (Figure 6), I'arrivée dans un capillaire de faible diametre au sein
d’un tissu a distance va permettre aux CTC d’interagir avec les cellules endothéliales afin

d’effectuer I'extravasation (également appelée migration trans-endothéliale).

Les CTCs peuvent effectuer une extravasation en interagissant directement avec les cellules
endothéliales ou en utilisant les plaquettes et les leucocytes (Lou et al., 2015; Reymond et

al., 2013; Stegner et al., 2014)
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Figure 7 : Colonisation d’un tissu a distance par les cellules tumorales disséminées (DTC) et
formation de macrométastases

Les étapes précédentes sont représentées, le transit et la survie des cellules tumorales
circulantes dans les vaisseaux (iii), I'extravasation des cellules tumorales dans le nouveau
tissu. Les DTC interagissent avec le microenvironnement (matrice extracellulaire, systéme
immunitaire, stroma) et proliferent pour former des macrométastases si les conditions sont
adéquates. Certaines DTC peuvent rester dans le tissu a I'état de dormance durant plusieurs
années.

Figure extraite de Chitty et al., 2018.
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Dans des modeéles in vitro, des ligands et des récepteurs variés sont nécessaires pour la
formation de jonctions hétérotypiques entre CTC et cellules endothéliales : sélectines,
cadhérines, intégrines, CD44 (récepteurs de la superfamille des immunoglobulines), 4
familles de molécules d’adhésion cellulaire (CAM : Cell Adhesion Molecules). Le mode
d’extravasation prédominant est la migration paracellulaire, cela correspond a la migration
entre deux cellules endothéliales en interrompant les jonctions intercellulaires (Leong et al.,
2014).

Comme pour leur protection, les CTCs produisent des molécules qui favorisent
I’extravasation a l'aide des plaquettes, de maniere comparable ce que l'on peut voir

également pour 'extravasation (Strilic et Offermanns, 2017).

iv. Colonisation et formation de métastases

Le développement d’une métastase implique I'implantation et la prolifération dans un
nouveau tissu a distance de la tumeur primaire de cellules tumorales (DTC : Disseminated
tumor cells) (Figure 7). Cette étape de colonisation est également responsable de la perte de
nombreuses DTC (Dasgupta et al., 2017) largement associé a I‘adaptation au
microenvironnement du nouveau tissu (stroma, matrice extracellulaire, systéme
immunitaire) dont la constitution va avoir un réle primordial sur I'établissement ou non

d’une métastase (Ghajar, 2015).

Ce r6le du microenvironnement sur la formation de métastases reprend la théorie de « la
graine et du sol » de Paget selon laquelle les cellules tumorales ne forment des métastases

gue dans des tissus dont le microenvironnement est « compatible ».

Cependant le microenvironnement le plus favorable pour les cellules métastatiques reste
celui de la tumeur primaire, c’est pourquoi il n’est pas rare d’observer des phénomenes
d’auto entretien de la tumeur primaire avec des cellules métastatiques qui reviennent
coloniser le site primaire (Kim et al., 2009). En comparaison les microenvironnements de
tous les autres tissus sont délétéres, certains le sont moins que d’autres et vont permettre la
colonisation des cellules métastatiques suite a un dialogue entre ces cellules et le

microenvironnement (Gupta et al., 2005; Massagué et Obenauf, 2016).
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Toutes les étapes précédentes de dissémination, migration, colonisation d'un nouveau tissu,
impliguent des mécanismes étroitement associés a I'EMT (Transition Epithélio-
Mésenchymateuse). Des éléments de la littérature proposent que le phénomeéne inverse
puisse également se produire a ce stade : une MET (Transition Mésenchymato-Epithéliale).
Les cellules issues de carcinome étant d’origine épithéliale, elles vont réacquérir les
caractéristiques qui étaient les leurs avant I'EMT pour pouvoir se développer et coloniser ce

nouveau tissu (Gunasinghe et al., 2012; Hugo et al., 2007).

Aprés colonisation, une croissance rapide des macrométastases va étre observée, ces
tumeurs secondaires vont suivre le méme schéma de développement que les tumeurs
primaires : induire une vascularisation lorsqu’elles atteignent une certaine taille et

échappement de nouvelles cellules tumorales.

b) La transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) : un role clé dans le processus

métastatique

i. Mécanismes de 'EMT

L'expression du programme de transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) conduit a
I'acquisition d’'un phénotype mésenchymateux par les cellules épithéliales qui deviennent
alors mobiles. A la suite de cette transition les cellules vont aussi acquérir des capacités de
résistance a I'apoptose et a la dissémination (Barrallo-Gimeno et Nieto, 2005; Klymkowsky et
Savagner, 2009; Polyak et Weinberg, 2009; Thiery et al., 2009; Yilmaz et Christofori, 2009)

(Figure 8).

Un trés grand nombre de facteurs de transcription incluant Snail, Slug, Twist, Zeb1/2,
orchestrent 'EMT (Heerboth et al., 2015; Kalluri et Weinberg, 2009), et sont responsables de
I'expression de marqueurs spécifiques des cellules mésenchymateuses et de la répression
des marqueurs épithéliaux (Figure 8). Ces facteurs de transcription peuvent notamment étre
stimulés par des facteurs de croissance (tel que TGF beta, Transforming Growth Factor beta,
Thiery et al., 2009), I'interaction avec le stroma (lui-méme modifié par les cellules tumorales)

et I'hypoxie.

L'EMT permet ainsi I'acquisition des propriétés nécessaires a I'invasion et a la migration.
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Figure 8 : Programme de transition épithélio-mésenchymateuse (EMT)

Suite a la stimulation des facteurs de transcription qui controlent I'EMT les cellules
épithéliales vont perdre I'expression de leurs protéines de jonctions intercellulaires et
exprimer de nouveaux marqueurs mésenchymateux et acquérir les propriétés de ce type
cellulaire : invasion, résistance a I'apoptose et caractéeres de type cellule souche.

Remarque: les listes des facteurs de transcription induisant I'EMT, des marqueurs
épithéliaux et mésenchymateux ne sont pas exhaustives.

Figure issue de Shih et Yang, 2011.
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Figure 9 : Les changements du microenvironnement favorisent |'invasion tumorale

La fonction modifiée des fibroblastes associés aux cellules tumorales et I'induction d’un
infiltrat inflammatoire meénent a la libération de facteurs pro-angiogéniques. Le
développement d’un stroma desmoplastique, en partie en réponse a I’hypoxie, conduit a des
interactions tumeur-spécifiques avec les récepteurs membranaires des cellules tumorales
qui favorisent I'invasion.

Figure extraite de Allen et Jones, 2011.
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Les cellules tumorales interagissent avec le microenvironnement et les cellules non-
tumorales du stroma : fibroblastes associés, cellules du systeme immunitaire (lymphocytes
et macrophages), cellules endothéliales, matrice extracellulaire (ECM : extracellular matrix).
Ces interactions vont induire une série de modifications du microenvironnement et de ces
cellules qui vont contribuer a I'EMT et favoriser linvasion et I'échappement des cellules
cancéreuses de la tumeur primaire (Figure 9) : environnement inflammatoire, sécrétion de
facteurs pro-tumoraux, angiogenése en réponse a I’hypoxie, transformation des fibroblastes
et des cellules immunitaires et rigidification de la matrice extra-cellulaire (Allen et Jones,

2011; Hanahan et Coussens, 2012; Levental et al., 2009).

ii. 'EMT : un processus plastique, transitoire, réversible et partiel

La description des différentes étapes du processus métastatique que nous venons de faire
n‘est qu’'un apercu de la complexité et la diversité des mécanismes impliqués a chaque
étape. Le programme de transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) semble critique pour
I'invasion et la dissémination de cellules tumorales individuelles issues de carcinomes. Selon
certains modeéles, chaque cellule doit acquérir des propriétés mésenchymateuses, et un état
de cellule souche, afin de passer les différentes phases du processus métastatique pour
atteindre un tissu a distance. L'EMT peut sembler étre décrit comme un programme binaire
ou les cellules sont soit dans un état mésenchymateux soit dans un état épithélial. Il
semblerait cependant que différents états intermédiaires existent. L'activation de 'EMT
dans les cellules de carcinome permettrait I'acquisition de certains traits mésenchymateux
nécessaires, des caractéristiques épithéliales étant également conservées. Ces équilibres
conduisent a des cellules au phénotype mixte épithélial/mésenchymateux. Cette plasticité
vient s’ajouter a la réversibilité du programme de 'EMT via une transition mésenchymato-
épithéliale (MET) que nous avons évoquée dans la section précédente. De plus, il semblerait
que cet état d’ « EMT partiel » (Savagner, 2015) favorise la progression tumorale et
I'apparition de métastases (Bednarz-Knoll et al., 2012; Sampson et al., 2014; Schliekelman et
al., 2015) (Figure 10). Selon les modeles tumoraux les cellules métastatiques ne vont pas
exprimer les mémes traits d’'EMT lors du processus métastatique (Bonnomet et al., 2012;

Celia-Terrassa et al., 2012; Trimboli et al., 2008).
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Figure 10: Transitions entre différents états du spectre de 'EMT

LEMT peut étre considéré comme un continuum au cours duquel les cellules présentent un
phénotype épithélial (E), intermédiaire ou partiel (EM), et mésenchymateux. Lors de leur
transition de gauche a droite, les cellules perdent consécutivement la polarité apico-basale
et les adhésions intercellulaires et obtiennent une polarité avant-arriére et des interactions
cellule-matrice augmentées. Le spectre de couleur indique les transitions hypothétiques (axe
x) en fonction du niveau d’énergie et d’équilibre thermodynamique (axe y) et en fonction des
régulateurs de I'EMT tels que les facteurs de transcription (axe z), 'ensemble peut étre
modifié par les conditions du microenvironnement (exemple: hypoxie, facteurs de
croissance).

Si une réversibilité compléte de I'EMT est connue dans le développement embryonnaire, il
n‘est pas déterminé s’il y a un point de non-retour concernant les cellules tumorales. Un état
mésenchymateux semble empécher la croissance métastatique, cependant une réversion
compléte vers un phénotype épithélial ne semble pas non plus obligatoire pour la
colonisation métastatique.

TJ = jonctions serrées, Al = jonctions adhérentes, DS = desmosomes.

Figure issue de Nieto et al., 2016.
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Ce changement de vision a été amorcé il y a plusieurs années quand le principe de I'EMT a
été remis en cause (Ledford, 2011; Tarin, 2005; Thompson et Newgreen, 2005). Il a été
proposé par exemple que l'invasion tumorale soit déclenchée par des mutations provoquant
la perte (partielle) de jonctions intercellulaires des cellules épithéliales. Des études
histologiques de cancers mammaires invasifs humains révélant un phénotype épithélial des
cellules des métastases ont également contribué a cette remise en cause (Bukholm et al.,
2000; Jeschke et al., 2007; Kowalski et al., 2003). Ce résultat peut s’interpréter de différentes
manieres : soit la transition épithélio-mésenchymateuse ne s’est pas produite ce qui
signifierait que ce mécanisme n’est pas indispensable dans tous les types de carcinomes, soit
I'EMT n’a pas été détectée car il s’agit d’images prises a un instant donné et les cellules ont
adopté un état mésenchymateux seulement de maniére temporaire et sont retournées a un
phénotype épithélial via une transition mésenchymato-épithéliale. De récentes études ont
également contesté le role essentiel de 'EMT dans le processus métastatique a l'aide de
modéles murins in vivo (del Pozo Martin et al., 2015; Fischer et al., 2015; Zheng et al., 2015)
ou I'EMT n’est pas nécessaire pour I'apparition de métastases bien qu’il contribue a Ila

résistance aux traitements anti-tumoraux.

Des résultats contradictoires ont été publiés sur l'effet de linduction d’'un état
compléetement mésenchymateux, induit expérimentalement a I'aide de l'introduction de
facteurs de transcription de I'EMT tels que Twist. Des études mettent en évidence une
augmentation du potentiel métastatique suite a cette induction (Yang et al.,, 2004). A
I'inverse d’autres travaux démontrent que cela a pour conséquence I'obtention des cellules
ayant perdu les capacités d’initiation tumorale et de formation de colonies métastatiques

(Ocana et al., 2012; Tsai et al., 2012).

Les deux dernieres études citées (Ocafia et al., 2012; Tsai et al., 2012) vont plus loin dans
I'effet de I'introduction ou de la suppression artificielle de facteurs induisant I'EMT. En effet,
ces auteurs ont démontré que si l'induction de I'EMT par ces facteurs favorisait I'invasion et
la dissémination, le blocage et la réversion de 'EMT permettent la prolifération des cellules
tumorales sur le site métastatique. Ces résultats vont dans le sens d’'un modéle d’'EMT
réversible et transitoire (Figure 11). Cependant ces modeles induisant ou empéchant

totalement 'EMT de maniére artificielle forcent les cellules a rester dans un état fixé, alors
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Figure 11: Modeéle d’EMT réversible au cours du processus métastatique

Durant la progression tumorale, les conditions microenvironnementales locales de la tumeur
primaire activent le programme d’EMT. Cela permet l'invasion cellulaire tumorale locale et
I'intravasation dans la circulation sanguine. Les cellules tumorales circulantes maintiennent
leur phénotype suite a I'EMT jusqu’a un site a distance ou les cellules vont pénétrer dans un
tissu par intravasation. A ce stade-I3, la perte des signaux activateurs de I'EMT est essentielle
pour la réversion du phénotype des cellules tumorales pour proliférer et former des
macrométastases, colonisant ainsi le nouveau tissu.

Figure issue de Tsai et al., 2012.
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que les cellules in vivo sont capables de passer de maniere transitoire, réversible et partielle
d’un état a un autre grace a une plasticité épithélio-mésenchymateuse. C'est pourquoi, il
semble désormais nécessaire d’également utiliser des modeles tumoraux in vivo ou 'EMT
peut apparaitre de maniére spontanée sans étre modifiée ou controlé par des régulateurs
ajoutés artificiellement et dont on peut suivre et analyser la plasticité en temps réel au cours
des différentes étapes du processus métastatiques. Ainsi Beerling et al. (2016) ont utilisé un
modele murin développant des tumeurs mammaires formant des métastases aux poumons
et au foie, et exprimant des rapporteurs fluorescents permettant de suivre I'apparition de
'EMT a I'aide d’une protéine fluorescente fusionnée a la E-cadhérine endogéne, qui est un
marqueur épithélial de référence. Combinés a de I'imagerie de haute résolution intravitale
et du séquencage de cellule unique pour vérifier I'expression des marqueurs de I'EMT, ce
modeéle a permis de confirmer que I'EMT se produisait spontanément dans ce modeéle
tumoral pour des cellules mobiles quittant la tumeur primaire et retrouvant rapidement un
phénotype épithélial une fois dans le site métastatique, ce qui confirme la plasticité entre

état épithélial et mésenchymateux.

En conclusion si le débat est toujours ouvert, on peut définir 'EMT comme un processus
plastique, transitoire, réversible, il peut étre partiel et avec différents niveaux
intermédiaires, il ne semble pas nécessaire pour tous les types de carcinome. Si la vision de
I'EMT s’est enrichie et complexifiée, 'amélioration de nos connaissances passera par un suivi
in vivo des cellules tumorales en continu tout au long du processus métastatique et ce sans
interférer artificiellement sur les cellules tumorales, de telles expérimentations se
développent sur des modeéles animaux uniquement pour le moment. Cette plasticité et ces
profils intermédiaires permettraient aux cellules de s’adapter et de répondre aux stress et
contraintes qu’elles rencontrent tout au long du processus métastatiques qui sont trés

différents selon les étapes du processus (Figure 12).

La notion d’EMT partielle suggere que les cellules conservent des propriétés épithéliales et
donc leurs jonctions intercellulaires (jonctions adhérentes, serrées, desmosomes, jonctions
gap) au cours du processus métastatique, permettant un comportement collectif des cellules
tumorales depuis I'invasion et I'échappement de la tumeur primaire jusqu’a la colonisation

d’un tissu a distance en passant par la circulation sanguine (Figure 12).
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Figure 12: Spectre de 'EMT de cellules de carcinomes aux différents stades du processus
métastatique

Une faible proportion de cellules au sein de la tumeur primaire entame le programme
d’EMT, ces cellules vont pouvoir rejoindre la circulation sanguine, les cellules plus avancées
dans le programme d’EMT pouvant aider les cellules plus épithéliales a passer ces étapes. La
majorité des cellules tumorales circulantes (CTC) présentent un phénotype intermédiaire
(E/M). Les CTC peuvent étre sous forme de microembolis associées ou non a des plaquettes.
Les CTC seules ou en groupe peuvent effectuer une extravasation vers un tissu a distance.
Les cellules responsables de la croissance métastatique ont un phénotype de type épithélial
et dérivent de la tumeur primaire, démontrant la plasticité des cellules tumorales. Cela est
en accord avec les données montrant que les cellules mésenchymateuses doivent revenir a
un état épithélial pour coloniser le nouveau tissu. Cette plasticité est surtout cruciale pour
échapper a la mort cellulaire aux différents stades de la progression métastatique. Les
cellules mésenchymateuses sont plus adaptées a la déformation, a la résistance aux forces
de cisaillement et aux traitements.

E = épithélial, E/M = intermédiaire, M = mésenchymateux

TAM = macrophages associés aux cellules tumorales, CAF = fibroblastes associés aux cellules
tumorales.

Figure issue de Nieto et al., 2016.
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2) Comportements collectifs cellulaires lors de la cascade métastatique

Cette partie est consacrée a la présentation de deux comportements collectifs décrits lors du

processus métastatique :

- la migration cellulaire collective (CCM) qui intervient lorsque les cellules de la tumeur
primaire envahissent le tissu environnant pour migrer vers des tissus voisins ou vers la

circulation sanguine (et lymphatique)

- les clusters (agrégats) de cellules tumorales circulantes (CTC) qui ont été identifiés dans la

circulation sanguine et qui évoluent en conditions ancrage-indépendantes.

Dans un premier temps nous présenterons de maniére assez globale la migration cellulaire
collective puis nous décrirons de facon plus précise les clusters de cellules tumorales
circulantes (CTC) qui ont principalement motivé ce travail de thése. Dans I'exposé des deux

comportements collectifs le réle des jonctions intercellulaires sera mis en avant.

a) Migration cellulaire collective (CCM) tumorale

i. Définition et mécanismes

La migration cellulaire collective (CCM) se produit lorsqu'un groupe de cellules se déplace
dans un tissu en conservant des jonctions intercellulaires, coordonnant leur dynamique
d’actine et leur signalisation cellulaire pour former une unité fonctionnelle et structurale

(llina et Friedl, 2009).

Ce phénomeéne de CCM est impliqué dans plusieurs évenements physiologiques tels que la
réparation tissulaire (régénération d’épithélium) ou la morphogenése (Lecaudey et Gilmour,
2006; Weijer, 2009). Par ailleurs, la CCM pourrait favoriser le potentiel métastatique en
permettant I'invasion de groupe de cellules nombreuses (Friedl et Gilmour, 2009). Comme
pour I'EMT, les cellules cancéreuses vont détourner ce mécanisme pour l'invasion du tissu

environnant la tumeur primaire. La CCM est observée pour la plupart des cancers solides
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Figure 13: Invasion collective au sein d’un échantillon clinigue de tumeur (carcinome)

Les carcinomes se développent sous forme de groupe de cellules épithéliales cancéreuses
(marquage en brun de la cytokératine a I'aide d'immunoperoxidase) dans un stroma de tissu
conjonctif, de cellules inflammatoires et de vaisseaux sanguins.

Dans cette masse tumorale, les groupes de cellules sont interconnectés (lignes blanches). A
I'interface entre le tissu sain et la tumeur des petits groupes de cellules ont pénétré le tissu
environnant, caractéristique de I'invasion des carcinomes (direction d’invasion indiquée par
les fleches). La plupart, sinon la totalité de ces groupes sont probablement reliés a la masse
tumorale principale bien que cela ne soit pas visible sur une coupe en 2D.

Figure issue de Friedl et al., 2012.
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(Figure 13) comme les carcinomes mammaires, a cellules squameuses, le
rhabdomyosarcome (Friedl et al., 1995), les carcinomes colorectaux (Chung et al., 2016), et
les cancers épidermoides de la téte et du cou (Veracini et al., 2015) sur des cellules d’origine
épithéliale ou mésenchymateuse. On retrouve ces groupes de cellules principalement a la

bordure des tumeurs a l'interface avec le stroma (Friedl et al., 2012).

Comme pour la migration de cellules isolées, que nous avons brievement décrite dans la
partie précédente (Figure 4), la CCM résulte de la polymérisation et la contractilité de
I'actomyosine couplées a la polarité cellulaire. Il y a cependant des différences clés. La
migration cellulaire suit un processus cyclique décrit en 5 étapes : polarisation et protrusion
du front de migration dirigées par le cytosquelette d’actine, suivi par I'attachement a la
matrice extracellulaire et sa dégradation protéolytique, contraction du cytosquelette
d’actomyosine (générant une tension le long de la cellule) pour terminer par un glissement
vers I'avant de l'arriere de la cellule (Friedl et Wolf, 2009). Ces principes sont conservés lors
de la CCM mais la principale différence est que les jonctions intercellulaires sont conservées
aussi bien au niveau du front de migration que des régions latérales et au centre du groupe
de cellules en mouvement (Lecaudey et Gilmour, 2006). Par conséquent, la migration
cellulaire collective differe dans la polarisation coordonnée et simultanée des cellules
(souvent nombreuses) au front de migration du groupe; la translocation des cellules par
couplage physique et force de trainée; I'activité du cytosquelette d'actine dans de multiples
cellules le long ou sous le groupe de cellules; le remodelage secondaire de la matrice
extracellulaire le long de la voie de migration et la rétraction coordonnée de plusieurs des
cellules a I'arriére du groupe (Friedl et Gilmour, 2009; llina et Friedl, 2009) (Figure 14). Les
modes de migration isolée ou collective (Figure 15) dépendent des jonctions intercellulaires,
de la contractilité du cytosquelette et du turn-over des jonctions cellulaires a la matrice
extracellulaires via les intégrines. Les cellules peuvent adopter une migration isolée ou
collective selon la modification des propriétés que l'on vient d’énoncer (Friedl et Wolf, 2009)
et notamment la régulation des jonctions intercellulaires (Friedl et Mayor, 2017). Cette
plasticité peut étre associée aux notions d’EMT partielle et réversible introduites plus tét et
au statut épithélio-mésenchymateux des cellules (Aiello et al., 2018; Revenu et Gilmour,

2009; Saitoh, 2018).
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Figure 14 : Morphologies cellulaires, interactions cellule-cellule et cellule-matrice
extracellulaire lors de la migration cellulaire collective

Migration des cellules toujours rattachées a la tumeur primaire (gauche) ou détachées
(droite). Les cellules de téte (tip cells) ou cellules leaders représentent le front de migration
et guident la migration collective a I'aide de contacts focaux avec la matrice extracellulaire et
sa dégradation par protéolyse (protéases). Lensemble des cellules conservent les jonctions
intercellulaires épithéliales classiques (llina et Friedl 2009), permettant une coordination de
tout le groupe au cours de la migration.

ECM = Matrice Extracellulaire, F-actine = actine filamenteuse, MTIMMP = membrane type 1
matrice metalloprotéinase, UPA = urokinase-type plasminogéene activateur.

Figure adaptée a partir de Friedl et Gilmour, 2009.
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Figure 15 : Modes de migration cellulaire individuels et collectifs impliqués dans I'invasion
tumorale et le développement de métastases

Ces modes de migration peuvent étre classifiés selon I'intensité des propriétés suivantes : les
jonctions intercellulaires, la contractilité du cytosquelette et le turn-over des jonctions
cellulaires a la matrice extracellulaires (via les intégrines).

Ces modes peuvent étre instables et les cellules peuvent passer d’'un mode a un autre ou des
phénotypes intermédiaires selon la modification des propriétés citées ci-dessus.

Figure adaptée a partir de Friedl et al., 2012; Friedl et Alexander, 2011.
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ii. Implication des jonctions intercellulaires

Le rble des jonctions intercellulaires dans ce comportement collectif est primordial car elles
permettent aux cellules de rester cohésives mais, elles peuvent également contribuer a la
signalisation entre cellules, a la polarité cellulaire, a I'intégrité mécanique et au couplage
entre les cellules voisines. L'ensemble des jonctions épithéliales classiques (jonctions
adhérentes, serrées, desmosomes, jonction gap) peut étre maintenu entre les cellules du
groupe migratoire et participer au processus (llina et Friedl, 2009).

Les jonctions épithéliales et notamment les jonctions adhérentes médiées par les cadhérines
peuvent participer a la régulation de la migration cellulaire collective (Bazellieres et al.,
2015). Les cadhérines participeraient a la CCM en régulant l'activité des Rho GTPases
(Plutoni et al., 2016b), ainsi il a été démontré que la P-cadhérine favorisait la migration
cellulaire collective en activant la Rho GTPase Cdc42 (Plutoni et al., 2016a).

Les Rho GTPases RhoA, Racl, Cdc 42 mais aussi RhoE (Thuault et al., 2016) participent
activement a la migration cellulaire collective : régulation de la dynamique d’actine,
formation de protrusions maintien de la polarité avant-arriére et de la polarité apico-basale,
mécanotransduction, stabilité des jonctions intercellulaires entre les cellules leaders et les
autres cellules (Zegers et Friedl, 2014). Leurs fonctions lors de la CCM (différentes selon le
type de Rho GTPase) sont principalement médiées par leur capacité a remodeler le

cytosquelette d’actomyosine.

iii. Hétérogénéité des cellules lors de la migration cellulaire collective

Au sein d'un groupe de cellules migratoires, les cellules peuvent avoir différents phénotypes
en fonction de leur position et de leur role. S'il a été décrit que les fibroblastes (Gaggioli et
al., 2007) ou les macrophages (Condeelis et Pollard, 2006) pouvaient remplir cette fonction,
ce sont principalement les cellules leader (sur le front de migration) (Figure 14) qui sont le
moteur de la migration cellulaire collective en dégradant la matrice extracellulaire et en
impulsant le mouvement et la migration de I'ensemble des cellules.

Différentes études rapportent que ces cellules leaders seraient principalement de phénotype
mésenchymateux, les autres cellules de la cohorte étant plutét épithéliales (Revenu et

Gilmour, 2009; Westcott et al., 2015).
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Figure 16 : La down-régulation de la kératine 14 empeche l'invasion collective a la bordure tumeur-
stroma de cellules tumorales mammaires in vivo

(A) Protocole expérimental permettant de tester in vivo le réle de K14 dans la migration collective.
Les organoides tumoraux fluorescent mTomato + (mT +) ont été transduits avec Luc shRNA (Luc-kd)
ou K14-shRNA (K14-kd), sélectionnés avec de la puromycine et transplanté des hoétes non
fluorescents. Les tumeurs ont été isolées a environ 1 cm et les montages ont été assemblés a la
frontiére tumeur-stroma.

(B) Micrographie de la bordure tumeur-stroma d'une tumeur représentative de Luc-kd marquée avec
K14 (vert). Régions mT + (en rouge): cellules dérivées de tumeurs. Encarts, unités collectives invasives
dans les tumeurs Luc-kd. La micrographie représente une projection z de plus de 40um.

(C) Micrographie de la bordure tumeur-stroma d'une tumeur représentative de K14-kd1l marquée
avec K14 (vert). Régions mT + (en rouge): cellules dérivées de tumeurs. Encarts représentant la
frontiére K14- non-invasive.

(D) Nombre médian d'unités invasives par section dans les tumeurs Luc-kd et K14-kd, avec données
présentées sous forme de boxplot. Les unités invasives comprenaient les mémes structures que
celles décrites a la figure 2E. Valeurs P déterminées par test t bilatéral.

Figure issue de (Cheung et al., 2013).
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Les travaux menés par Cheung et al., 2013, sur un modele murin de cancer mammaire
métastatique in vivo et in vitro (culture en 3D) ont ainsi démontré que les cellules leader qui
émergent lors de l'invasion tumorale collective surexpriment la kératine 14, la kératine 5,
p63 et la P-cadhérine qui sont des marqueurs épithéliaux. De maniere intéressante aucun
marqueur de I'EMT tels que la vimentine, twist, ou slug n’est exprimé par ces cellules leader
invasives. L'ensemble des cellules du groupe invasif exprime la kératine 8 et la E-cadhérine
notamment permettant la cohésion des cellules. Ces travaux ont également mis en évidence
le r6le primordial de la kératine 14 dans I'invasion collective tumorale in vivo (Figure 16). De
tels résultats permettent de mieux comprendre les mécanismes qui régissent la migration
cellulaire collective tumorale in vivo et montrent que I'acquisition de traits
mésenchymateux n’est pas toujours nécessaire pour le role invasif et de migration des
cellules leader.

Ce phénomeéne collectif tumoral de CCM représente un champ d’étude trés vaste,
I'amélioration des connaissances des mécanismes impliqués tels que les travaux de Cheung
devraient permettre de mieux comprendre l'impact de ce processus sur le reste de la
cascade métastatique et d’envisager de nouvelles voies pour un ciblage thérapeutique de la

formation des métastases.

Nous allons maintenant nous intéresser a un second type de comportement collectif, qui a
été mis en évidence durant une autre étape du processus métastatique, lors de la
dissémination des cellules tumorales dans la circulation sanguine : les clusters de cellules

tumorales circulantes.
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Figure 17 : Identification de clusters de CTC issus de carcinomes bronchogéniques

(A) Cluster de CTC (entouré en rouge) provenant d’une veine pulmonaire d’un patient atteint

d’un carcinome bronchogénique.

(B) Cluster de CTC (entouré en rouge) provenant de la circulation périphérique d’un patient

atteint d’'un carcinome bronchogénique.

Figure modifiée a partir de Moore et al., 1960.
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b) Clusters de cellules tumorales circulantes

Nous avons évoqué les cellules tumorales circulantes isolées au moment des étapes du
processus métastatique. On les retrouve dans la grande majorité des carcinomes (Alix-
Panabieres et Pantel, 2014) et I'étude de leur réle dans la progression tumorale est un
champ de recherche a part entiére. Les découvertes récentes concernant ces CTC (Alix-
Panabieres et Pantel, 2013; Dive et Brady, 2017) ont conduit a 'approbation par la Food and
Drug Administration (FDA) de leur potentiel prédictif du pronostic des patients (Cristofanilli

et al., 2009).

Des clusters de CTC, définis comme des groupes de cellules tumorales circulantes (plus de
deux ou trois cellules selon les études), ont été identifiés dans la circulation sanguine de
patients. Ces clusters sont connus sous différents noms : microembolis, micrométastases,
clumps (paquets) ou agrégats. Par la suite, nous dénommerons clusters de CTC des clusters
constitués uniquement de cellules tumorales et microembolis tumoraux circulants (CTM)
des groupes de cellules incluant des cellules tumorales et non-tumorales (plaquettes,

leucocytes, fibroblastes).

i. Découverte et premiéres observations

Si les cellules tumorales circulantes ont été mises en évidence il y a plus de 150 ans par
Ashworth (Ashworth, 1869), il a fallu attendre les années 1950 pour que soient identifiés les
premiers clusters de CTC (Talmadge et Fidler, 2010, Figure 17). Dans les années qui ont
suivies il a été démontré que ces clusters pouvaient rapidement passer dans la circulation
pulmonaire (Zeidman et Buss, 1952), et que l'injection de clusters de cellules de carcinome
dans le systeme veineux d’une souris conduisait a I'apparition de métastases contrairement

a lI'injection de cellules isolées (Watanabe, 1954).

Ces premiers résultats démontrant le potentiel métastatique supérieur des clusters
comparé a celui des cellules isolées dans des modéles animaux ont été confirmés sur des
métastases pulmonaires de mélanome et des métastases hépatiques de cancer du célon
(Fidler, 1973; Thompson, 1974; Topal et al., 2003; Updyke et Nicolson, 1986). De plus ce
potentiel métastatique est dépendant de la taille et de la concentration de clusters (Liotta et

al., 1974).
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Figure 18 : Le design et le fonctionnement du dispositif de Cluster-Chip

(A) Représentation schématique du fonctionnement du Cluster-Chip. Le dispositif capture
les clusters de CTC provenant de sang total non pré-traité alors que des cellules individuelles
(Cellules tumorales circulantes — CTC, globules rouges — RBC, globules blancs — WBC) les
traversent.

(B) Images de microscopie électronique a balayage montrant plusieurs rangées de piliers
triangulaires décalées formant des piéges a clusters (droite, barres d’échelle: 60um), les
clusters de CTC (marqués en rouge) vont étre bloqués a l'intersection des piliers (droite,
barres d’échelle: 60um).

Figure adapté de Sarioglu et al., 2015.
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Ces mémes auteurs ont également démontré que la taille des vaisseaux était déterminante

sur la distribution et la survie des clusters (Liotta et al., 1976).

L’étude de ces populations cellulaires tumorales circulantes n’a que peu évolué durant de
nombreuses années, probablement du fait de la difficulté d’isoler et d’enrichir ces

populations trés minoritaires comparées aux cellules non-tumorales circulantes.

De nombreux développements technologiques ont conduit a la mise au point de techniques
efficaces d’isolement de ces cellules tumorales circulantes. Ces nouvelles technologies ont
permis d’importantes avancées dans la quantification et la caractérisation des clusters de
CTC, ainsi que le séquencage a I’échelle unicellulaire comme nous le verrons par la suite avec

les travaux pionniers d’Aceto et al. (2014), notamment.

ii. Techniques de capture, d’isolement et d’identification permettant la caractérisation

morphologique et la fréquence des clusters de CTC

Les techniques de capture et d’isolement reposent sur les différentes propriétés des CTC
isolées ou des clusters : les propriétés biologiques (antigenes exprimés) et les propriétés
physiques (taille, forme et déformabilité par exemple) afin de les différencier des cellules

non-tumorales.

- Technigues basées sur I'expression d’antigénes : les anticorps ciblent principalement les

marqueurs de surface épithéliaux qui ne sont pas exprimés par les cellules sanguines et
stromales. Parmi ces marqueurs, la molécule EpCAM (Epithelial Cell Adhesion Molecule) est
la plus fréquemment utilisée. Par exemple, pour la technologie CellSearch (Veridex,
Riethdorf et al., 2007), qui est actuellement la seule technique d’isolement de CTC et de
clusters approuvée par la FDA (Food and Drug Administration, USA), un cluster de CTC est
défini comme un groupe de CTC contenant 3 cellules ou plus exprimant EpCAM et des
cytokératines (filaments intermédiaires du cytosquelette, on détecte généralement les
formes 7, 8, 18, 19, ce sont des marqueurs épithéliaux également) sans exprimer CD45, une
glycoprotéine transmembranaire exprimée par I'ensemble des leucocytes, et avec un noyau
marqué au DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole) pour les différencier des globules rouges

(Hou et al., 2011).
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Figure 19 : Les clusters de CTC sont observés de maniere reproductible dans plusieurs
cancers épithéliaux

On observe des clusters de CTC dans les cancers du sein métastatique (A), pulmonaire
(NSCLC) (B), pancréatique (C) et prostatique (D) imagés par microscopie confocale pour plus
de détails. Les clusters de CTC ont été identifiés en utilisant I'anticorps cytokératine (rouge)
avec du DAPI pour les noyaux (bleu). Les leucocytes ont été marqués avec |'anticorps CD45
(vert). Barres d’échelle: 10pum

Figure issue de Cho et al., 2012.
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Une des limites de ces techniques, basées sur I'expression et la spécificité des antigénes
épithéliaux, est que les CTC qui n’expriment plus de marqueurs épithéliaux et ont effectué
I'EMT ne sont pas identifiées. De plus, elles nécessitent de fixer et de marquer les cellules ce

qui empéche leur utilisation apres la capture, ex-vivo.

- Technigues basées sur les propriétés physiques : la densité cellulaire, la taille, la forme et la

plasticité mécanique peuvent-étre utilisées notamment. Par exemple des filtres de taille
peuvent permettre de séparer les CTC et les clusters des cellules sanguines qui sont plus

petites (diamétre CTC : 12-25um, globules rouges : 8um, globules blancs : 7-15um).

Considérant le challenge que représente le développement de dispositifs d’isolement et
d’enrichissement de clusters de CTC de plus en plus performants, le nombre de ces
dispositifs est en constante augmentation (Umer et al.,, 2018). Différents dispositifs
microfluidiques ont en particulier été développés pour isoler des clusters, tout en préservant
leur viabilité et leur structure (faibles forces de cisaillement). Ainsi en 2015 un tel dispositif a
été développé par Sarioglu et al., permettant pour la premiére fois I'isolement spécifique de
clusters de CTC (Figure 18). A l'aide de piliers triangulaires disposés sur le parcours
emprunté par les cellules, les clusters vont étre piégés entre ces piliers car trop grands pour
passer entre et ne pouvant pas se dissocier a cause la présence de jonctions intercellulaires
au sein des clusters. Ce dispositif nommé Cluster-Chip permet également de séparer des
cellules assemblées accidentellement par des liaisons faibles et n’étant pas des clusters de
CTC. Ces techniques couplant microfluidique et propriétés physiques semblent plus
appropriées pour isoler des clusters de CTC: elles conservent l'intégrité des clusters qui
pourront étre étudiés par la suite et elles ne nécessitent pas de pré-filtration de I’échantillon
sanguin du patient ni I'utilisation couteuse d’anticorps. Il existe également des stratégies de

couplage tirant profit a la fois des propriétés physiques et biologiques des clusters.

Toutes ces techniques ont permis de caractériser les clusters de CTC. On observe leur
présence dans la plupart des carcinomes: mammaires, pulmonaires, pancréatiques,
prostatiques (Figure 19), colorectaux, hépatiques, rénaux, mais également dans les

mélanomes et les glioblastomes (liste et références issues de la revue de Hong et al., 2016).

Ces travaux ont permis de montrer que le nombre de cellules dans un cluster ou un CTM

(microemboli tumoral circulant) peut varier entre 2 et 50 et atteindre plus de 100 cellules

42



dans certains cas (Aceto et al.,, 2014; Au et al,, 2017; Hou et al., 2012) pour un diametre
compris entre 20 et 130 um (Krebs et al., 2012), en fonction du type et du stade de
progression du cancer. Les clusters peuvent avoir des formes tres diverses et irrégulieres, il
n’y pas de morphologie globale au sein d’'une méme population de clusters (Hou et al.,
2011). Il a également été mis en évidence, comme pour les CTC isolées, que les clusters de
CTC interagissent avec des cellules non-tumorales telles que les plaquettes (Labelle et al.,
2011), les fibroblastes (Duda et al., 2010), les cellules endothéliales (Duda et al., 2010), ou

les leucocytes (Wels et al., 2008).

Les cellules tumorales circulantes sont des évenements trés rares, on considere qu’il y a
environ 1 CTC pour 1 milliard de cellules sanguines non-tumorales ou pour 1 mL de sang
prélevé chez un patient atteint d’'un cancer métastatique (Aceto et al., 2014; Yu et al., 2011).
Cette rareté explique toute la nécessité d’avoir développé les techniques de détection et
d’isolement décrites plus tot. Il faut cependant savoir que les clusters de CTC sont des
événements encore plus rares puisqu’ils représentent environ 2 a 5 % de la population totale
de CTC et ce pour différents types de cancers (Aceto et al., 2014; Cho et al., 2012; Krebs et
al.,, 2014). Une autre étude propose cependant que ce taux augmente avec la progression
métastatique (Suo et al., 2017), les résultats obtenus en cytométrie de flux in vivo montrant
qgue la proportion de clusters passe de 9% a 27 et 36% pour deux modeles tumoraux
métastatiques chez la souris. Il faut cependant rester prudent en comparant ces résultats qui

n’utilisent pas les mémes modeles et les mémes techniques de détection des clusters.

iii. Origine(s) et formation

Il a tout d’abord été envisagé que les CTC en adhérant a la paroi des vaisseaux de faible
diametre puis agréger entre-elles a ce moment-la (Al-Mehdi et al., 2000; Glinsky et al.,
2003), cependant il a été prouvé que I'agrégation cellulaire tumorale intravasculaire était
rendue impossible par les forces de cisaillement (Hong et al., 2016). D’autre part les travaux
de Hou et al. (2012) ont démontré que les cellules des clusters de CTC étaient Ki67 négatives,
écartant I’hypothése de la formation de clusters issus de la prolifération de CTC isolées dans

la circulation.
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Figure 20: Les clusters se forment dans la tumeur primaire, sont responsables de métastases
oligoclonales et ont un potentiel métastatique supérieur aux CTC isolées

(A) Schéma de I'expérience. Des cellules MDA-MB-231-LM2 (LM2) exprimant les marqueurs
GFP (LM2-GFP) ou mCherry (LM2-mCherry) ont été mélangées dans un rapport de 1: 1 et
injectées dans la glande mammaire droite de souris immunodéficientes pour générer des
CTC uniques et en clusters multicolores. En conséquence, les foyers métastatiques a une
couleur sont dérivés d'un seul CTC, tandis que les foyers multicolores proviennent
principalement d'un cluster de CTC.

(B) Images représentatives de groupes de CTC uniques (GFP- ou mCherry-positives) et de
clusters (GFP- et mCherry-positifs) capturés sur la puce HBCTC-Chip (a gauche). Les foyers
métastatiques pulmonaires provenant d'une seule CTC (GFP- ou mCherry-positive) ou d'un
cluster de CTC (GFP- et mCherry-positif) sont indiqués (a droite). GFP (marron), mCherry
(rouge). Des échantillons de sang et des échantillons de poumons ont été isolés 5 semaines
apres le développement de la tumeur primaire. n = 5.

(C) Diagrammes en barre montrant le pourcentage moyen d'événements de CTC unicolores
versus multicolores capturés par la puce HBCTC-Chip (a gauche), le pourcentage moyen de
clusters de CTC unicolores versus multicolores (au milieu), ainsi que le pourcentage moyen
de foyers pulmonaires unicolores versus multicolores (a droite). n = 5.

(D) Diagramme en barre montrant le potentiel métastatique normalisé des CTC isolées et des
clusters de CTC. Les barres d'erreur représentent la SEM. n =5, * p = 0,031 par le test t de
Student.

Figure issue de Aceto et al., 2014.

44




m

F i (@ chip  Lung foc G

-

[l Mutticolor [JOne color

o= i ac 4 Total CTC events  CTC-clusters Lung foci
§ "% 6N o 5 100 100}  pe— 100
SE E\ = <2 r -
e 2§ N\ ® 2 G 98 §75 75
D | & il Y ¥
du E T - - * [
Q19 T ; G50 <50 &50
ELS L = % s
== < 25 <25 <25
Metastases .5. ; 0 0
2o 3 n=3705 n=123 n=359
2 v/ 3
G

Figure 20 (suite): Les clusters se forment dans la tumeur primaire, sont responsables de
métastases oligoclonales et ont un potentiel métastatique supérieur aux CTC isolées

(E) Schéma de I'expérience. Des cellules LM2-GFP ont été injectées dans la glande mammaire
droite tandis que des cellules LM2-mCherry ont été injectées dans la glande mammaire
gauche de souris immunodéficientes pour générer des tumeurs donnant naissance a des
clusters de CTC et des CTC uniques, ainsi qu'a de rares clusters de CTC multicolores (résultant
d'événements d'agrégation). En conséquence, les foyers métastatiques a une couleur sont
dérivés d'un cluster CTC ou CTC unique, tandis que les foyers multicolores proviennent
d'agrégats CTC.

(F) Images représentatives de CTC seules (GFP ou mCherry-positives) et de clusters de CTC
(GFP- ou mCherry-positifs) capturés sur la puce HB CTC-Chip (a gauche). Les foyers
métastatiques pulmonaires issus d'un seul CTC (GFP- ou mCherry-positif) ou d'un cluster de
CTC (GFP- ou mCherry-positif) sont indiqués (a droite). GFP (marron), mCherry (rouge). Des
échantillons de sang et des échantillons de poumons ont été isolés 5 semaines aprées le
développement de la tumeur primaire. n = 5.

(G) Diagrammes en barre montrant le pourcentage moyen d'événements CTC unicolore
versus (rares) multicolores, capturés par la puce HB CTC-Chip (a gauche), le pourcentage
moyen de clusters de CTC unicolores versus multicolores (au milieu), ainsi que le
pourcentage moyen de foyers pulmonaires unicolores versus multicolores (a droite). n = 5.

Figure issue de Aceto et al., 2014.
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Ces deux origines potentielles des clusters ne sont pas a exclure completement mais n’ont
jamais clairement été mis en évidence et pourraient concerner une partie trés marginale des

clusters si elles se vérifiaient.

Les travaux publiés par Aceto et al. sont le symbole des importantes avancées qui ont été
réalisées ces derniéres années avec une étude complete allant du modele animal a I'impact
des clusters sur la progression tumorale chez les patients. Ces travaux utilisent comme
modele des cellules tumorales mammaires faisant des métastases pulmonaires (Aceto et al.
2014) ou des cellules tumorales pancréatiques faisaient des métastases dans différentes
localisations introduites dans des souris immunodéficientes. Dans cette étude, I'expression
de marqueurs fluorescents permet de suivre la progression dans la circulation de CTC isolées
ou de clusters ainsi que la formation de métastases a distance. Ces travaux suggerent que les
cellules s’échappent de la tumeur primaire assemblées sous forme de clusters. Les clusters
contenant différentes cellules seraient alors responsables de la formation de métastases
d’origine oligo- ou polyclonale et non monoclonale. Pour vérifier ces hypothéses, un
mélange de cellules tumorales métastatiques mammaires (MDAMB231 — LM2) exprimant
des fluorophores différents ont été implantées dans le tissu mammaire adipeux de souris. La
guasi-totalité des clusters analysés est multicolore, confirmant que les clusters ne sont pas
issus de la prolifération d’une cellule seule dans la circulation sanguine mais plutot de
I'agrégation de cellules voisines entre elles, au sein de la tumeur primaire probablement. Ils
ne représentent que 2,6% des évenements de type CTC, le reste étant des CTC isolées,
cependant la moitié des métastases sont multicolores ce qui signifie qu’elles sont issues de
clusters. Un cluster a ainsi un potentiel métastatique 50 fois supérieur a celui d’une cellule
tumorale circulante isolée (Figure 20C, 20D). Dans ce modele les clusters sont moins
nombreux que les CTC isolées mais contribuent autant a la formation de métastases. Ces
résultats ont été confirmés par l'injection de cellules exprimant des marqueurs fluorescents

différents dans chaque glande mammaire (Figure 20 E, F et G).

L'origine polyclonale de certaines métastases formées a partir de clusters de CTC a été

confirmée par deux autres équipes (Cheung et al., 2016; Maddipati et Stanger, 2015).
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Figure 21: Observation directe de l'invasion collective polyclonale, emboles tumoraux disséminés polyclonaux et
amas polyclonaux de CTC

(A) Micrographie représentative de l'invasion collective polyclonale provenant de la mosaique ROSAmMT / mG; les
tumeurs transplantées MMTV-PyMT marquées avec la phalloidine (F-actine) et le DAPI (n = 75 unités, 5 tumeurs).

(B) Schéma de deux résultats potentiels pour les amas de cellules tumorales disséminées a I'interface stromale de la
tumeur.

(C) Micrographies représentatives d'un groupe tumoral polyclonal disséminé (fleche jaune) dans le plan x-y avec des
images successives selon I'axe z (panneaux de gauche) et image 3D reconstruite (droite) (n = 25 unités, 5 tumeurs).
(D) Micrographie représentative d'un embole tumoral polyclonal disséminé contenu dans un vaisseau. La tumeur
transplantée est composée de cellules tumorales mTomato + et CFP +. L'injection d'anticorps marqués par
fluorescence anti VE-cadhérine et anti CD31 a marqué le systéme vasculaire fonctionnel.

(E) Micrographies représentatives démontrant l'invasion collective, la dissémination et I'embolie intravasculaire de la
E-cadhérine + polyclonale (de gauche a droite). Marques jaunes: lumiére du vaisseau.

(F) Micrographies représentatives des amas de CTC composés de cellules tumorales mTomato + et CFP + et colorées
pour K14 et DAPI (grappe multicolore n = 1, grappes n = 13 mTomato +, grappe n = 2 CFP +).

(G) Le nombre d'événements pour chaque taille de cluster de CTC est présenté sous forme d'histogramme (n = 134
événements, 3 souris transplantées).

(H) Le pourcentage médian de cellules K14 + dans les CTC de différentes tailles de cluster est présenté sous forme de
boite a moustaches (n = 17 grappes). Barres d'échelle, 2 mm (A, Gauche), 40 um (A, Droite), 20 um (C — E) et 10 um

(F).

Figure issue de Cheung et al., 2016
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Les travaux de Cheung et al. (2016) ont également permis de confirmer la formation des
clusters au sein des tumeurs primaires (Figure 21), et leur implication dans tout le processus

métastatique jusqu’a la formation de métastases a distance.

La formation de clusters serait donc, selon ce modele, la continuité de la migration cellulaire
collective, que nous avons présentée auparavant, et non un mécanisme collectif différent.
Les cellules migrant en groupe dans la tumeur primaire vont poursuivre les étapes suivantes

du processus métastatique sous la forme de clusters jusqu’a I’établissement de métastases.

iv. Expression de marqueurs épithélio-mésenchymateux au sein des clusters de CTC

Aceto et al. ont, par séquencage ARN a I'échelle de la cellule (single-cell resolution RNA
sequencing), mis en évidence que les clusters de CTC, issus du sang de patientes atteintes de
cancer du sein, surexpriment la plakoglobine, une protéine intermédiaire de jonction
intercellulaire (jonctions adhérentes et desmosomes, Harris et Tepass, 2010)
comparativement aux CTC isolées, ainsi que d’autres protéines de jonctions adhérentes et
des desmosomes (Figure 22). Il est intéressant de relever que le niveau d’expression des
cytokératines 18 et 19 est aussi élevé dans les clusters de CTC, compte tenu de leur role de
soutien des desmosomes et du role de la cytokératine 14 dans la migration des cellules
tumorales mammaires (Cheung et al., 2013 ; 2016). La plakoglobine joue un role essentiel
dans la formation et le maintien des clusters car son inhibition provoque une trés forte
diminution du nombre de clusters de CTC mais n’a pas d’effet sur la croissance de la tumeur

primaire (Figure 23A, C, D).

Cheung et al. (2016) ont également montré que des marqueurs épithéliaux sont exprimés
dans les clusters de CTC et notamment la E-cadhérine (Figure 21E) et la cytokératine 14
(Figure 21F) dans le prolongement de leur étude antérieure (Cheung et al., 2013). Comme la
plakoglobine, la cytokératine 14 doit participer a la formation de clusters de CTC, méme si la
preuve directe n’est pas fournie, car son inhibition provoque également une forte
diminution du nombre de métastases pulmonaires, sans modifier la croissance de la tumeur
primaire (Figure 24). Il est aussi mis en évidence une augmentation de I'expression de
protéines participant aux jonctions de type desmosome et d’effecteurs connus du processus
métastatiques dans les cellules tumorales cytokératine 14 positives (K14 +), pouvant

contribuer a expliquer I'effet de I'inhibition de K14 sur la formation de métastases.
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Figure 22: Les protéines de desmosomes et de jonctions adhérentes sont enrichies dans les
clusters de CTC

(A) Images représentatives d'une CTC isolée et d'un cluster de CTC capturés sur la puce HB
CTC-Chip d'une patiente atteint de cancer du sein et marqués par une cytokératine a large
spectre (CK, rouge), la plakoglobine (verte) et le DAPI (noyaux bleus).

(B) Images représentatives d'une CTC isolée et d'un cluster de CTC capturés sur la puce HB
CTC-Chip provenant d'une patiente atteinte d'un cancer du sein et marqués avec une
cytokératine a large spectre (CK, rouge), un marqueur des desomosmes la desmoplakine:
(vert, haut), le marqueur de jonctions adhérentes: la E-cadhérine (vert, bas) et le DAPI
(noyaux, bleu).

Figure adaptée de Aceto et al., 2014
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Figure 23: La plakoglobine est nécessaire a la formation de clusters de CTC et aux métastases pulmonaires

Normalized photon count (lungs)

Counts

(A) Diagramme en barres montrant I'adhésion de cellule a cellule dans un panel de cellules épithéliales mammaires et
de lignées cellulaires de cancer du sein développées en présence ou en l'absence de plakoglobine. Les barres d'erreur
représentent le SEM. n = 5; * p <0,04.

(B) Courbes de croissance des métastases pulmonaires de souris ayant recu une injection de cellules LM2-GFP-
Luciférase (a gauche) ou BT474-GFP-Luciférase (a droite) exprimant des shRNA de contréle ou de plakoglobine et
préparées sous forme de cellules uniques (SC). Les barres d'erreur représentent le SEM. n = 4; * p <0,05, ** p <0,04
par le test t de Student.

(C) Courbes de croissance tumorale LM2-GFP-Luciférase en présence ou en |'absence de plakoglobine. n = 4; NS, non
significatif.

(D) Graphiques en barres montrant le nombre normalisé de clusters de CTC (a gauche) et de CTC isolées (a droite) par
ml de sang. Les échantillons de sang ont été isolés 4 semaines apres le développement de la tumeur primaire et
traités avec la puce HB CTC-Chip. Les barres d'erreur représentent le SEM. n = 4; * p <0,05 par le test t de Student.

(E) Diagramme en barres montrant le nombre de photons pulmonaires normalisés chez des souris portant une
tumeur primaire témoin de LM2-GFP-Luciférase ou en absence de plakoglobine pendant 4 semaines. Les barres
d'erreur représentent le SEM. n = 4; * p <0,045 par le test t de Student.

(F) Schéma montrant que les régions «ayant une forte expression de la plakoglobine» dans la tumeur primaire sont
susceptibles de générer des clusters de CTC ayant un potentiel métastatique accru.

Figure issue de Aceto et al., 2014
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Ces études démontrent l'importance de I'expression de marqueurs épithéliaux qui
contribuent a la formation de jonctions intercellulaires dans I'établissement de clusters de

CTC.

Si des cellules de clusters peuvent exprimer des marqueurs épithéliaux (EpCAM,
cytokératines, E-cadhérine), elles peuvent aussi exprimer des marqueurs mésenchymateux
(Vimentine, N-cadhérine). On peut ainsi observer une hétérogénéité de marqueurs exprimés
entre les clusters de CTC mais aussi au sein d’'un méme cluster (Hou et al.,, 2011). Cette
hétérogénéité rejoint la notion d’EMT partiel a différents degrés que nous avons présentée
plus tot dans cette introduction. Il a également été démontré qu’il y a des changements
dynamiques d’expression des marqueurs épithéliaux et mésenchymateux des clusters et des
CTC isolées, et ce au cours de I’évolution de la maladie ou en réponse aux traitements (Yu et
al.,, 2013). Il est trés intéressant de constater qu’ainsi, des cellules ont un profil d’'EMT
mésenchymateux tout en préservant |'expression de protéines de jonction nécessaires pour

former des clusters de CTC (Aceto et al., 2015).

v. Potentiel métastatique et mécanismes associés

Les travaux de Liotta et al. (1974, 1976) ont démontré que le pouvoir métastatique des
clusters de CTC était d’autant plus important qu’ils comportaient un nombre élevé de
cellules. Ces travaux, et d’autres qui leur sont contemporains, ont également démontré que
les clusters avaient un potentiel métastatique plus important que les CTC isolées. Ces
résultats ont été confirmés et enrichis par des travaux plus récents basés sur 'inhibition de
la plakoglobine (Figure 23E) ou de la cytokératine 14 (Figure 24) ou l'injection de cellules
tumorales métastatiques, sous forme isolée ou sous forme de clusters a nombre égal, cette
derniére situation conduisant a la formation d’un nombre plus élevé de métastases (Cheung

et al., Figure 25).

Aceto et al. (2014) ont comparé le temps de demi-vie dans la circulation sanguine de CTC
isolées et de clusters issus de cellules tumorales mammaires métastatiques exprimant un

marqueur fluorescent. La clairance est trois fois plus rapide pour les clusters que pour les
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Figure 24: K14 est nécessaire pour les métastases a distance

(A) Schéma pour tester le réle in vivo de K14 dans les métastases. Des organoides tumoraux
fluorescents mTomato + ont été transduits avec soit du Luc-shRNA lentiviral, soit du shRNA
K14, sélectionnés avec de la puromycine, et transplantés dans les coussinets adipeux
mammaires clarifiés des hotes congéniques non fluorescents. Les souris ont été récoltées de
6 a 8 semaines et les poumons ont été sectionnés et comptés pour les métastases
pulmonaires mTomato +.

(B et C) Taille médiane de la tumeur en millimétres cubes et nombre de métastases
pulmonaires pour les tumeurs Luc-shRNA et K14-shRNA, données présentées sous forme de
boites a moustaches (n = 11 souris pour Luc-shRNA, n = 10 souris pour K14-shRNA). * P
<0,05.

Figure issue de Cheung et al., 2016.
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Figure 25: L'organisation en clusters favorise de maniere significative la formation de colonies dans la culture
ex vivo et la formation de métastases in vivo

(A) Des cellules tumorales uniques triées par FACS provenant d'organoides tumoraux MMTV-PyMT ont été soit
(i) immédiatement placées dans du Matrigel, soit (ii) d'abord incubées dans une plaque non adhérente pendant
24 h pour favoriser I'agrégation cellulaire et ensuite placées dans du Matrigel. Les mémes nombres de cellules
ont été utilisés dans chaque condition. La formation de colonies a été évaluée au jour 8.

(B) Le nombre médian de colonies par 10 000 cellules d'entrée présenté sous forme de boites a moustaches (n
= 4 expériences indépendantes). * P <0,05.

(C) Schéma du protocole expérimental: les organoides tumoraux mTomato + ont été dissociés comme dans A
pour générer deux suspensions d'entrée, des cellules uniques et des cellules agrégées, pour une injection de la
veine de la queue chez des souris NSG.

(D) Apres 3 semaines, les poumons ont été inspectés visuellement pour détecter la présence de métastases
mTomato +.

(E) Le nombre médian de métastases pulmonaires par souris présenté sous forme de boites a moustaches
(deux expériences indépendantes, suspension de cellules simples, n = 10 souris, suspension cellulaire agrégée,
n = 13 souris). ** P <0,001. (Barres d'échelle, 20 um en A et 500 um en D.)

Figure issue de Cheung et al., 2016.
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CTC isolées (demi-vies comprises entre 6 et 10 min et 25 et 30 min respectivement). Les
clusters entrent donc plus rapidement dans les tissus distaux ou ils peuvent initier la
formation de métastases (Liotta et al. 1976). En raison de leur grande taille et de leur vitesse
de déplacement faible, les clusters sont plus a méme d’étre piégés dans les petits vaisseaux
(Choi et al., 2015; Peeters et al., 2015). Cela pourrait expliquer cette rapide clairance de la
circulation qui impliquerait qu’'un grand nombre de clusters s’échappant de la tumeur
primaire soit rapidement piégés et quittent la circulation (par extravasation ?) sans étre

détectés. La proportion de clusters pourrait donc étre sous-estimée (Aceto et al., 2015).

L'absence d’ancrage peut générer la mort par anoikis, en établissant des jonctions entre elles
les cellules de clusters subissent moins I'apoptose que les cellules isolées (Aceto et al., 2014;
Guadamillas et al., 2011; Hou et al., 2012, 2011; Zhao et al., 2010), cette organisation en

cluster les protége aussi contre les forces de cisaillement et autres stress mécaniques.

La coopération avec les cellules non-tumorales peut contribuer a leur survie et/ou a la
formation de métastase par échange de facteurs ou par protection physique contre le
systéme immunitaire et les stress de flux (Balzer et Konstantopoulos, 2012; Hong et Zu,

2013; Yu et al., 2013).

Enfin, le profil hétérogene des cellules au sein d’un cluster peut étre un avantage pour

s’adapter et coloniser un tissu a distance et former une métastase.

L'ensemble des résultats obtenus par Aceto et al. (2014) et Cheung et al. (2016), et
présentés dans ces derniéres parties, permettent d’établir deux modéles de progression
métastatique assez proches (Figures 26 et 27) : la plakoglobine dans un cas et la cytokératine
14 dans 'autre permettent la formation et le détachement de clusters a partir de la tumeur

primaire, ces clusters ayant un potentiel métastatique supérieur a celui des CTC isolées.

vi. Application clinique

De par leur réle dans le processus métastatique, que nous venons d’exposer, les clusters de
CTC peuvent bien sir étre envisagés comme cibles thérapeutiques et les premiéres études
commencent a émerger (Choi et al., 2015).

Les clusters a l'instar des CTC isolées sont de plus en plus utilisés dans un but d’établir un

diagnostic et tenter de déterminer I'avancement de la maladie.
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Figure 26: Un modeéle de propagation métastatique basé sur la dissémination collective de
groupes de cellules tumorales épithéliales basé sur les travaux de Cheung et al. 2013, 2016

Ce modele postule que les cellules tumorales primaires envahissent (1), circulent (2) et
ensemencent (3) des tumeurs situées a des sites distants en tant que clusters de CTC et que
ces activités nécessitent I'expression de genes épithéliaux, tels que le K14 (cytokératine 14).
Une fois arrivé dans I'organe secondaire (le poumon), le cluster de CTC a prédominance K14
+ (bleu) provenant d'un cancer du sein primaire se développe pour former principalement
des macrométastases a K14 - (rouge) tel que dans la tumeur primaire. De plus amples détails
sont disponibles dans les travaux de Cheung et al., 2013 et 2016.

Figure issue de Cheung et Ewald, 2016.
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Figure 27: Modele de progression métastatique selon les travaux d’Aceto et al. 2014

Les clusters de CTC, maintenus ensemble par le composant de jonction cellule-cellule
plakoglobine, sont des précurseurs de métastases pulmonaires du cancer du sein et ont un
potentiel métastatique supérieur aux CTC isolées.

Source: Cancer Lab Metastasis
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La détection de plus en plus précoce de la maladie est un des grands enjeux de la recherche
en cancérologie, en ce sens Carlsson et al., 2014, ont utilisé les clusters de CTC pour
améliorer le diagnostic de cancers pulmonaires non a petites cellules au stade 1.

La présence et la fréquence des clusters dans la circulation des patients peut étre corrélée
avec un pronostic plus ou moins péjoratif pour les patients (Hou et al. 2012 : cancer
pulmonaire), (Aceto et al. 2014, Figure 28 : cancer mammaire et prostatique). Dans ces
études, la seule présence de clusters dans la circulation des patients est souvent corrélée a
un pronostic plus péjoratif, ce qui est confirmé par I’étude de Larsson et al. (2018), chez des
patientes atteintes de cancer mammaire a nouveau. La revue de Hong et al., 2016 récapitule

la relevance clinique des clusters dans différents types de cancers.

Des travaux tels que ceux de Gemenetzis et al. (2018) s’intéressent au phénotype épithélio-
mésenchymateux des CTC isolées présentes dans la circulation sanguine de patients atteints
de cancer du pancréas en fonction de la progression de la maladie et en réponse aux
traitements thérapeutiques. De telles études sur les clusters seraient trés instructives pour

mieux appréhender leur réle dans la progression tumorale chez les patients.

Selon I'étude de Yu et al., 2013, les clusters de CTC réagiraient aux traitements utilisés sur les
patients (en modifiant leur profil d’EMT notamment), ils pourraient étre utilisés pour suivre
la réponse a un traitement afin d’en évaluer I'efficacité. Leur culture ex vivo afin de tester
directement de nouvelles drogues serait une excellente application mais a I’heure actuelle

elle n’est pas encore réalisée exclusivement avec des clusters de CTC (Yu et al., 2014).

vii. Perspectives

D’énormes progres ont été réalisés tres récemment sous l'impulsion de travaux tels que
ceux d’Aceto et al. et Cheung et al. mais il reste beaucoup de questions a étudier, et
notamment les mécanismes qui permettent a ces cellules tumorales aux profils différents de

s’organiser en cluster et de rester cohésives dans des conditions ancrage indépendantes.

De plus en plus de revues mettent en perspective les connaissances accumulées sur les
clusters de CTC et suggérent notamment de compléter ces connaissances par des études

réalisées in vitro avec des lignées cellulaires en absence d’ancrage
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Figure 28: La présence de clusters de CTC chez les patients atteints de cancer mammaires et prostatiques
est en corrélation avec un pronostic défavorable

(A) Images représentatives d'une cluster de CTC, d'une seule CTC et d'un globule blanc (WBC) isolés chez
une patiente atteinte d'un cancer du sein a l'aide de la puce HB CTC-Chip et marquée avec une
cytokératine a large spectre (CK, rouge), CD45 (vert) et DAPI (noyaux, bleu).

(B) Un total de 79 patientes atteintes de cancer du sein (correspondant a 265 temps) ont été analysées
pour détecter la présence de CTC, 54 des 79 patients ayant obtenu un résultat positif pour les CTC. Le
graphique en barres montre le pourcentage de patients CTC-positifs ayant des clusters de CTC pendant
plus de trois points temporels (rouge), les clusters CTC sur un a trois points de temps (bleu) ou des CTC
uniques (noirs).

(C) Diagramme de survie sans progression de Kaplan-Meier montrant les taux de progression des
patientes atteintes d'un cancer du sein ayant des clusters de CTC pendant plus de trois moments (rouge),
des clusters de CTC entre un et trois points (bleu) ou des CTC isolées (noir). La durée moyenne de survie
sans progression pour chaque groupe est indiquée entre parenthéses (p = 0,0002).

(D) Images représentatives d'une cluster de CTC, d'un seul CTC et d'un globule blanc (WBC) isolés chez un
patient atteint d'un cancer de la prostate a l'aide de la puce HB CTC-Chip et marqués par un antigéne
spécifique de la prostate (PSA, rouge) (PSMA, jaune), CD45 (vert) et DAPI (noyaux, bleu).

(E) Un total de 64 patients atteints de cancer de la prostate (correspondant a 202 temps) ont été analysés
pour détecter la présence de CTC, 48 des 64 patients ayant obtenu un résultat positif pour les CTC. Le
graphique en barres montre le pourcentage de patients CTC-positifs ayant des clusters de CTC pendant
au moins un point temporel (rouge) ou des CTC isolées (noir).

(F) Diagramme de survie globale de Kaplan-Meier montrant les taux de progression chez les patients
atteints de cancer de la prostate présentant des clusters de CTC pendant au moins un point (rouge) ou un
seul CTC (noir). La durée de survie globale moyenne pour chaque groupe est indiquée entre parenthéses
(p = 0,0001).

Figure issue de Aceto et al., 2014.
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(Hong et Zu, 2013; Hong et al., 2016; May et al., 2018; Umer et al., 2018), du fait notamment
de la rareté, de la localisation dans la circulation sanguine ... rendant compliquée I'étude des
CTC et des clusters de CTC in vivo. Les techniques d’isolement et d’études a posteriori ont
permis d’importantes avancées et permettent d’accéder a I'état des clusters a un instant
donné, sans notion de dynamique. Les modeles murins décrits sont prometteurs et relevants
mais tres lourds technologiquement parlant. Des modeles plus simples pour étudier ces
notions d’agrégation de cellules tumorales entre elles dans ce contexte ancrage-
indépendant si particulier pourraient permettre d’enrichir nos connaissances sur les clusters

de CTC qui semblent jouer un role primordial dans I'apparition de métastases.

3) Modeéles d'étude de I'agrégation cellulaire tumorale en conditions ancrage-

indépendantes

Comme nous venons de le voir dans les précédentes parties les jonctions cellulaires ont un

réle prépondérant lors du processus métastatique.

Ces données confirment le besoin de modeéles d'étude in vitro permettant d’étudier le role

de ces jonctions dans le phénoméne d’agrégation cellulaire tumorale en absence d’ancrage.

a) Les essais d’agrégation décrits dans la bibliographie

Un grand nombre d’études utilisent des essais d’agrégation sans ancrage. lls reposent tous
sur l'utilisation d'un support de culture dont la surface est traitée pour empécher I'adhésion
cellulaire. La différence d’agrégation entre deux conditions, par exemple en condition
contrble versus un traitement pharmacologique, est généralement analysée apres des
durées assez longues (Figure 29A, Figure 2). Les résultats sont présentés sous forme
d’'images en microscopie sans quantification (Figure 29) ou avec quantification selon des
parametres tel que la taille des agrégats (Figure 30), le nombre d’agrégats, le nombre de
cellules ou encore le pourcentage d’agrégation (mesuré en fonction du nombre de cellules

qui restent seules et ne forment pas d’agrégats).

Ce type de quantification donne des informations assez partielles et en particulier ne prend
donc pas en compte la cinétique et la dynamique du processus d’agrégation ni ses étapes

précoces.
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Figure 29 : Exemples d’essais d’agrégation sans guantification

(A) Effet d’un anticorps neutralisant anti-fibronectine (1 pg/mL) sur I'agrégation de cellules
de papille dermique au bout de 1 et 3 jours comparé aux cellules en condition controle.

Figure issue de Young et al., 2009.

(B) Effet de la surexpression de la protéine Cx43 sur des cellules C6 de gliome (c-d) comparé
a la condition contréle (mock, a-b) sur le phénotype de ces cellules en culture adhérente (a-
c) ou lors d’un court essai d’agrégation en suspension (b-d).

Figure issue de Lin et al., 2002.
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Figure 30: Exemples d’essais d’agrégation avec une quantification associée

(A) Gauche : Cellules mammaires MCF-10A en condition contréle, surexprimant ERB2 ou
BCL-2 ont été cultivées en condition adhérente (Att) et en suspension (Det) durant 48
heures. Droite : |a taille moyenne des agrégats pour chaque condition a été mesurée.

Figure issue de Rayavarapu et al., 2015.

(B) Gauche : Agrégation des cellules tumorales pulmonaires AR_H460 au bout de 24h en
présence ou en absence de donneur de NO (NO) et d’un recycleur de NO (PTIO) avant (a) et
apres (b) agitation. Droite: Mesure du diametre relatif des agrégats apres agitation
(moyenne +/- écart-type)

Figure issue de Powan et Chanvorachote, 2014.
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A notre connaissance, seuls les travaux de Bao et al. (2011) reposent sur un essai mesurant
la formation de micros tissus en conditions ancrage-indépendantes avec une cinétique de

formation dés les stades précoces.

Pour aller plus loin dans la compréhension des mécanismes de I'agrégation cellulaire, le
développement de modeles plus élaborés est nécessaire, tenant compte notamment des
étapes précoces de l'agrégation, de la cinétique et de la dynamique d’agrégation des

cellules.

b) Développement d’un essai d’agrégation original

En lI'absence de méthode rigoureuse permettant de suivre et quantifier la cinétique
d’agrégation cellulaire tumorale en conditions ancrage-indépendantes, notre équipe a donc
développé un essai semi-automatisé a haut-débit basé sur [I'utilisation de la
vidéomicroscopie afin de caractériser ce processus dés ses étapes précoces. La description
des caractéristiques essentielles de cet essai et des premiers résultats obtenus
(antérieurement a mes travaux de theése) sont issus d’un article publié en 2015 dans la revue

Cancer Research (Saias et al., 2015)

i. Concept de 'essai d’agrégation

Pour étudier ce phénomeéne d’agrégation, les cellules HCT116, issues d’un adénocarcinome
colorectal et connues pour leur capacité a agréger dans ces conditions, a été utilisée. Les
cellules sont placées dans une plaque 96 puits a fond rond avec un nombre constant de
cellules dissociées (500), permettant d’avoir un nombre élevé de réplicas potentiels (60) et
de pouvoir tester différentes conditions lors d’une méme expérience (Figure 31).
L'utilisation de puits a fond rond et la centrifugation douce permettent de rassembler les
cellules qui vont ensuite agréger pour former un seul agrégat par puits que I'on va pouvoir
suivre au cours du temps. La surface des puits est traitée spécifiquement (Poly-HEMA) pour
empécher toute adhésion ou migration des cellules et s’assurer d’étre en condition sans

ancrage a un support (Figure 31).

Les cellules vont pouvoir étre imagées rapidement apres la centrifugation quand elles sont
encore dissociées afin de pouvoir observer les étapes les plus précoces de I'agrégation. Pour

cela les cellules sont placées sous un microscope inversé muni d’'une enceinte permettant de

61



Figure 31: Dispositif de I'essai d’agrégation

500 cellules par puits sont ensemencées et centrifugées, les puits périphériques ne sont pas utilisés.
Chaque puits représente un réplica potentiel.

Le fond rond des puits permet le rassemblement des cellules au centre par centrifugation et la
surface empéche toute adhésion cellulaire. Chaque puits contenant des cellules est imagé en lumiere
transmise (grossissement 10X) a I'aide d’un microscope inversé, et ce toutes les 15 minutes durant
20 heures.
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conserver les cellules dans des conditions d’incubation classique tout au long de I'essai

(37°C, 5% CO2).

Chaque puits contenant des cellules va étre imagé toutes les 15 minutes afin d’avoir une
cinétique précise au cours du temps et ce durant 20 heures sans aller au-dela afin d’éviter
une influence de la prolifération cellulaire sur I'agrégation (Figure 32A). Cette agrégation se
traduit par une diminution de I'aire projetée qu’occupe les cellules d’un temps a I'autre
(Figure 32A). La quantification de la cinétique d’agrégation des cellules est basée sur la
mesure de cette aire au cours du temps. Un algorithme de traitement d’image et de
segmentation va automatiquement détecter, suivre et mesurer précisément au cours du
temps dans chaque puits I'aire occupée par les cellules en train d’agréger a I'aide des images

en fluorescence et en lumiéere transmise (cette aire est délimitée en rouge, Figure 32A).

Remarque : I'essai a ensuite évolué pour ne plus utiliser que des images en lumiere
transmise pour mesurer |'aire occupée par les cellules évitant d’avoir a modifier

génétiquement les cellules ou les incuber avec un fluorophore.

Grace a cette mesure automatique de I'aire on obtient rapidement une courbe de I'évolution
de I'aire occupée par les cellules qui agregent au cours du temps et qui correspond a la
moyenne (+/- I'écart-type) des valeurs d’aire des agrégats d’'une méme condition au temps
indiqué (Figure 32C). Cette courbe d’agrégation permet de quantifier et caractériser la
cinétique d’agrégation. Pour pouvoir comparer les différents puits entre eux (et a terme les
différentes conditions ou différentes lignées) I'aire mesurée a chaque temps est normalisée
par 'aire initiale (I'aire du premier temps d’acquisition), on obtient alors une variation d’aire
(ou aire normalisée qui évolue toujours entre 1 et 0, Figure 32D). Les faibles écart-types aux
différents temps, compte tenu du grand nombre d’expériences indépendantes dont sont
issus les réplicas (20 expériences indépendantes pour 44 réplicas) qui ont permis I'obtention
de cette courbe (Figure 32D), démontrent l'importante reproductibilité de cet essai

qguantifiant la cinétique d’agrégation cellulaire tumorale collective.

L'analyse de la variation d’aire des cellules HCT116 suggere l'existence de deux phases
d’agrégation. Durant les 5 premiéres heures |'aire diminue rapidement, les cellules entrent

en contact et forment une monocouche de plus en plus dense et compacte. La seconde

63



A C

5
2'SXNIJVI I D
Time (h)|  H2B mCh Bright field IOROIEYEF 3
1 s
[
o
<
4
00 $ 10 15 20
Time (h)
20
D

Area variation

0.2

Time (h)

0 5 10 15 20

Saias et al., Cancer Res. 20715

Figure 32: Quantification de I'agrégation cellulaire spontanée sur une surface non-adhésive

(A) Projections en z du signal de fluorescence H2BmCh* (gauche) et image en lumiéere transmise des cellules
HCT116 1, 4 et 20 heures apres la centrifugation. Le trait rouge délimite I'aire mesurée automatiquement par
I'algorithme de segmentation. Barres d’échelle, 100um.

(B) Images de microscopie confocale des cellules HCT116 H2B mCherry 1 heure (gauche) et 20 heures (droite)
apres le début I'essai d’agrégation.

(C) Graphique représentant I"évolution de la mesure de l'aire occupée par les cellules au cours du temps
(Moyenne +/- écart type de 44 réplicas issus de 20 expériences indépendantes).

(D) Variation de I'aire (Aire normalisée) occupée par les cellules au cours du temps (Moyenne +/- écart type de
44 réplicas issus de 20 expériences indépendantes).

A chaque temps on normalise I'aire mesurée par I'aire mesurée au début de I'essai (temps Oh).

* Les cellules HCT116 ont été génétiquement modifiées pour exprimer I'histone H2B couplée au fluorophore
mCherry (sans que cela modifie les propriétés d’agrégation des cellules).
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phase est caractérisée par un ralentissement de la diminution d’aire puis un plateau a partir
de 15 heures (Figure 32D). Cette phase correle avec la transition d’une structure 2D a une
structure 3D, soit lorsque les cellules forment un agrégat de deux assises cellulaires ou plus

(Figure 32C).

Remarque : I'essai a ensuite évolué pour les besoins de mes travaux de thése comme cela
sera indiqué dans les parties Résultats et Matériel et Méthodes (algorithme de segmentation
et présentation des images segmentées, durée de |'essai, intervalles de temps, références

des plaques 96 puits) mais sans modification du principe.

ii. Validation de I'essai et identification de protéines membranaires régulatrices de

I’agrégation cellulaire tumorale

Afin de confirmer que les parameétres d'agrégation cellulaire observés étaient indépendants
de la migration cellulaire ou de I'adhésion a une matrice, I'impact d’'un peptide RGD (Arg-
Gly-Asp) qui empéche les interactions entre les intégrines et la matrice extracellulaire (Plow
et al., 2000) a été évalué. Aucun effet n'a été observé (Figure 33), ce qui démontre que les
cellules n"adherent pas a la surface des puits via des intégrines et que cet essai se déroule

bien dans des conditions ancrage-indépendantes.

Un traitement des cellules a la trypsine (0,4%) a été utilisé pour abolir totalement
I'agrégation des cellules HCT116 et montrer que la présence de protéines a la membrane
cellulaire est essentielle a I'agrégation (Figure 34) et que des phénomeénes passifs comme la
gravitation ne sont pas impliqués. De méme, l'implication de protéines transmembranaires
calcium-dépendantes (Grunwald, 1993; Kemler et al., 1989; Koch et al., 1997) a été confirmé
par l'effet inhibiteur de I'EDTA (Ethyléne-diamine-tétra-acétique, chélateur d’ions). La
contribution de protéines transmembranaires de jonctions cellule-cellule calcium-
dépendantes a été étudiée: la E-cadhérine (jonction adhérente), la desmogléine 2 et la
desmocolline 2 (desmosome), a l'aide d’un anticorps bloguant (Bracke et al., 1993;
Shimoyama et al., 1989) pour la premiére protéine et de peptides bloquants pour les deux
suivantes (Runswick et al., 2001). Dans les deux cas I'inhibition de |la E-cadhérine ou de DSC2
et DSG2 a pour conséquence une inhibition importante de I'agrégation, on constate en plus
un effet additif mais pas total lorsque I'on bloque simultanément les 3 protéines. Ces
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Figure 33: Agrégation cellulaire tumorale indépendante des intégrines et sans ancrage

(A) Le traitement de cellules HCT116 avec le peptide RGD (0.5 mM, 2 jours de traitement) empéche
I’adhésion au support de culture (boite de Pétri) médiée par les intégrines. Les fleches noires
indiquent les points d’adhésion membranaires au support.

Figure adaptée de Mitra et al., 2005; Saias et al., 2015.

(B) Gauche : Images en lumiére transmise des cellules HCT116 en conditions contrdle ou traitées
avec le peptide RGD (0,5 mM) 1, 4, 8 et 20 heures apres la centrifugation. Le trait rouge délimite
I"aire mesurée automatiquement par l'algorithme de segmentation. Droite : Variation d’aire mesurée
en conditions contréle (non-traité, n=10) et présence du peptide RGD (0,5 mM, n=9).
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Figure 34: L’agrégation cellulaire tumorale dépend d’interactions protéine-protéine calcium-

dépendantes

Gauche : Images en lumiere transmise des cellules HCT116 en conditions contrdle, traitées avec de
I’'EDTA a 2 mM (n=25) ou de la trypsine a 0,4% (n=36) 1, 4, 8 et 20 heures aprés la centrifugation. Le

trait rouge délimite I'aire mesurée automatiquement par I’algorithme de segmentation.

Droite : Variation d’aire mesurée en conditions contrdle (non-traité, n=8), traité avec de 'EDTA a 2

mM (n=25) ou de la trypsine a 0,4% (n=36).
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résultats suggerent que I'adhésion médiée par la E-cadhérine et les protéines desmosomales
coordonnent simultanément I'agrégation cellulaire tumorale. Cependant il y a certainement
d’autres protéines transmembranaires calcium dépendantes impliquées dans ce processus

car l'inhibition n’est pas totale lorsque I'on bloque simultanément ces 3 protéines.

Ces résultats sont extrémement intéressants car la plakoglobine, identifiée dans les travaux
d’Aceto et al. sur les clusters de cellules tumorales circulantes, participe a la fois aux
jonctions adhérentes (E-cadhérine, Harris et Tepass; 2010) et aux desmosomes (DSC2,

DSG2, Garrod et al., 2008).

En conclusion cet essai original permet d’étudier spécifiquement les mécanismes
d’agrégation cellulaire tumorale en conditions ancrage-indépendantes. Son utilisation a
permis d’identifier des régulateurs de I'agrégation qui y participent activement (protéines de
jonction intercellulaire calcium-dépendantes E-cadhérine, DSC2 et DSG2) ou qui l'inhibe

(tension du cytosquelette générée par la myosine llA, voir article).
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Résultats




RESULTATS

Les travaux réalisés au cours de ma thése s’organisent en deux parties. La premiére fait suite
aux travaux antérieurs de I'équipe (Saias et al., 2015) et met en évidence le role des
jonctions communicantes et de la P-cadhérine dans l'agrégation cellulaire tumorale en
conditions ancrage-indépendantes. La seconde partie vise a établir une classification de
plusieurs lignées tumorales d’origine épithéliale selon leurs propriétés d’agrégation dans le
but de comprendre I'origine de la diversité de comportement au cours de I'agrégation et

d’identifier de nouveaux régulateurs de ce processus.

PARTIE 1/ ETUDE DE LIMPLICATION DES PROTEINES DE JONCTIONS
CELLULAIRES DANS L’AGREGATION CELLULAIRE TUMORALE EN CONDITIONS
ANCRAGE-INDEPENDANTES

Comme rappelé en introduction les jonctions intercellulaires, via les protéines qui les
composent telles que la E-cadhérine et les protéines desmosomales DSC2 et DSG2, sont
impliquées lors du processus d’agrégation en conditions ancrage-indépendantes des lignées

cellulaires tumorales HCT116 et MCF7.

Dans un premier temps sera détaillé le réle des jonctions communicantes dans I'agrégation
cellulaire tumorale puis celui de la P-cadhérine dans un second temps. Chaque partie

comprend une description des résultats obtenus et une discussion relative a ces résultats.

1) Implication des jonctions communicantes (ou jonctions gap)

Les jonctions gap ont de nombreux et différents réles au sein de la cellule et une implication
majeure dans la progression tumorale de nombreux types de cancer (aussi bien anti- que
pro-tumorale selon les contextes, (Kandouz et Batist, 2010, Aasen et al., 2016). Nous avons
donc examiné si les jonctions gap étaient présentes au cours de ce processus et si elles y
contribuaient. Pour y répondre nous avons utilisé I'essai d’agrégation présenté
précédemment ainsi qu’un essai reposant sur le transfert d’'une sonde fluorescente (la
calcéine) entre les cellules au cours de I'agrégation en utilisant des inhibiteurs
pharmacologiques des jonctions gap. Ces travaux nous ont permis de mettre en évidence le
role des jonctions gap au cours de 'agrégation et ont fait I'objet d’une publication dans le

journal BMC Cancer (Gava et al., 2018).
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a) Introduction et résumé de I’article

Les jonctions gap, en plus de leur role dans I'adhésion intercellulaire, ont la particularité de
créer une communication directe entre le cytoplasme de deux cellules jointes via un canal
afin d’échanger des molécules hydrophiles de petite taille (inférieures a 1kDa). Dans notre
approche expérimentale nous avons utilisé cette caractéristique pour mettre en évidence la
présence de jonctions gap fonctionnelles lors de I'agrégation des cellules MCF7 grace a une
sonde fluorescente, la calcéine, capable de transiter via ces jonctions (le principe détaillé de

cet essai est exposé Figure 35 et 36).

Dans un premier temps nous avons démontré que des jonctions gap fonctionnelles sont
établies au cours de |'agrégation et ce dés les étapes précoces. En effet, nous avons montré
I'existence d’un transfert spécifique de calcéine des cellules positives vers les cellules
négatives dés les deux premieres heures et qui augmente au cours de |'agrégation des
cellules MCF7. Pour confirmer ce résultat nous avons ensuite utilisé deux inhibiteurs
pharmacologiques des jonctions gap : le Tonabersat et le Méclofenamate. De maniere
similaire ces deux drogues provoquent une inhibition significative du transfert de calcéine au

cours du temps traduisant un blocage des jonctions gap.

Nous avons ensuite étudié I'impact du blocage des jonctions gap par ces deux drogues sur
I'agrégation des cellules MCF7. On observe une inhibition partielle de I'agrégation des
cellules a des temps précoces (entre 1h et 5h) soit dés I'établissement de jonctions gap
fonctionnelles ce qui se traduit par un ralentissement, I'effet inhibiteur se dissipant au-dela

de 5h.

Cette premiere partie des résultats semble démontrer la présence de jonctions gap

fonctionnelles qui participent activement au processus d’agrégation des cellules MCF7.

Connaissant le role du cytosquelette d’actine dans la localisation et la stabilisation des
jonctions gap a la membrane (Ambrosi et al., 2016), nous avons étudié |'effet de sa
désorganisation sur la formation de jonctions gap fonctionnelles et le processus d’agrégation
grace a l'utilisation de la Latrunculine A (Figure 37A). Le traitement des MCF7 avec ce
composé inhibe significativement le transfert de calcéine au cours du temps par les jonctions

gap de maniere comparable a ce qui est observé avec les inhibiteurs Méclofenamate et
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Figure 35: Essai de transfert de calcéine au cours de 'agrégation cellulaire en conditions
ancrage-indépendantes

(A) La calcéine est une sonde qui rentre dans la cellule a travers la membrane grace a la
lipophilie de ses groupements AM. Ces groupements vont étre clivés dans le cytoplasme par
des estérases rendant la calcéine fluorescente mais aussi hydrophile ce qui I'empéche de
ressortir de la cellule par la membrane. Son seul moyen de transiter d’'une cellule a une
autre consiste a passer par une jonction gap grace a sa petite taille.

(B) Pour effectuer le test d’agrégation on mélange 50% de cellules calcéine positives (cellules
donneuses) a 50% de cellules négatives (cellules receveuses) Lors de I'agrégation, les cellules
se structurent sur plusieurs couches ce qui provoque une superposition du signal de
fluorescence des différentes cellules rendant impossible I'analyse d’un éventuel transfert de
calcéine. Il est nécessaire de dissocier les agrégats.

(C) Les agrégats sont récupérés aux différents temps indiqués (0, 2, 5, 10h) et dissociés a
I’état de cellules a I'unité. Les cellules sont ensuite analysées par cytométrie de flux afin de
déterminer si elles sont calcéine positives.

72




T

]

]

E g05-UL 5 05U :

ay &, Donnor cells &5 .g :

3 ]

1 1 0

Oh = “gp—0 g :

E R . -

9 > Negative cells % il |
*s —_—
—i "‘!T";T."\y( AU L) L BRI L (""liI: IYH}V'

wo W W W WS Wb W

2% & e Donnor cells %D
e > Receiver cells Q@52

10n ST

ad 7 > Negative cells %

Q5-LL Q5-LR|
18 3% U %
3 ARLLLUMRRLLL LARRE L BRERLL SR RLLL LRI )
U2 W 7

“w i w 10 " ' "

Cell number

CellMask fluorescence

Figure 36 : Quantification du transfert de calcéine au cours de |'agrégation

Comme indiqué dans le protocole expérimental, un essai d’agrégation est réalisé a partir
d’une population de cellules constituée de 50% de cellules marquées a la calcéine (et au Cell
Mask), qui seront les cellules donneuses (en bleu) s’il y a transfert de calcéine, et de 50% de
cellules non-marquées (cellules négatives, en noir). On récupére et dissocie les cellules au
temps indiqués ici 0 et 10h, puis on analyse la fluorescence de chaque cellule par cytométrie
de flux.

Le temps Oh permet de fixer le seuil de positivité (barre rouge horizontale) vis-a-vis du signal
de fluorescence de la calcéine. A TO on a bien 50% de cellules positives et 50% de cellules
négatives. On observe la méme chose avec deux représentations différentes: des dot plots
en fonction du signal de fluorescence lié a la calcéine sur I'axe des ordonnées et lié au
CellMask sur I'axe des abscisses (chaque point représente une cellule) sur la gauche de la
figure et des histogrammes de répartition des cellules suivant leur signal de fluorescence lié
a la calcéine sur la droite de la figure.

L'analyse en cytométrie de flux réalisée sur les agrégats obtenus aprés 10h d’agrégation
montre une population au-dela du seuil positivité a la calcéine qui apparait et qui représente
30% des cellules de I'agrégat (en vert). Ces cellules ne peuvent pas provenir de la population
de cellules donneuses qui est toujours a une proportion de 50%, elles proviennent des
cellules négatives qui sont passées de 50% a TOh a 20% a T10h. Cette nouvelle population
correspond aux cellules receveuses qui ont recu de la calcéine par transfert provenant des
cellules donneuses qui sont toujours calcéine positives mais dont I'intensité de fluorescence
a diminué entre 0 et 10h a cause notamment de ce transfert.
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Tonabersat, ainsi que I'agrégation durant les cing premiéres heures. De plus la combinaison
Méclofenamate plus Latrunculine A ne provoque pas d’effet additif de l'inhibition de

transfert de calcéine suggérant que les deux molécules agissent sur le méme mécanisme.

Nous avons aussi étudié I'impact du trafic vésiculaire sur les deux processus étudiés, au vu
de son réle décrit dans la bibliographie dans I'acheminement des connexines a la membrane
(qui formeront les futures jonctions gap, Smyth et al., 2012). Pour cela nous avons eu
recours a la Bréfeldine A qui inhibe le transport du réticulum endoplasmique vers I'appareil
de Golgi et déstructure ce méme appareil de Golgi (Figure 37B). La Brefeldine A inhibe le
transfert de calcéine et I'agrégation des cellules de maniére dépendante de la concentration.
Contrairement a la Latrunculine A et aux inhibiteurs de jonctions gap |'effet de la Bréfeldine

aux concentrations efficaces se prolonge sur toute la durée de I'essai d’agrégation.

La capacité de la Latrunculine A et de la Bréfeldine A a inhiber I’établissement de jonctions
gap a la membrane des MCF7 est confirmée par les résultats obtenus par
immunofluorescence indirecte lorsque I'on observe la connexine 43. Sa localisation
membranaire qui permet la formation des jonctions gap est perdue lorsqu’on traite les

cellules avec ces deux composés.
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Figure 37 : Mécanisme d’action de la Latrunculine A et de |la Bréfeldine A et impact sur la
formation de jonctions gap fonctionnelles a la membrane

(A) Quand elle est localisée a la membrane, la connexine 43 est reliée a I'actine filamenteuse
(F-actine) via la protéine ZO-1 notamment ce qui permet sa stabilisation a la membrane. La
Latrunculine A (LatA) empéche la formation d’actine filamenteuse au profit de la forme
globulaire (G-actine) perturbant le cytosquelette d’actine.

Figure adaptée de Ambrosi et al., 2016.

(B) Lors de leur acheminement vers la membrane, les connexines, déja sous la forme d’un
hémi-canal, utilisent le transport vésiculaire, y compris entre le réticulum endoplasmique et
I'appareil de Golgi. La Bréfeldine A inhibe le transport vésiculaire entre ces deux organites
empéchant entre autres le transport des connexines vers la membrane.

Figure adaptée de Evans et al., 2006.
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b) Article:

Gap junctions contribute to anchorage-independent clustering of breast cancer cells.
Gava Fabien, Rigal Lise, Mondesert Odile, Pesce Elise, Ducommun Bernard et Lobjois Valérie.

BMC Cancer (2018) 18:221 doi: 10.1186/s12885-018-4148-5.
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breast cancer cells
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Abstract

Background: Cancer cell aggregation is a key process involved in the formation of clusters of circulating tumor
cells. We previously reported that cell-cell adhesion proteins, such as E-cadherin, and desmosomal proteins are
involved in cell aggregation to form clusters independently of cell migration or matrix adhesion. Here, we investigated
the involvement of gap junction intercellular communication (GJIC) during anchorage-independent clustering of MCF7
breast adenocarcinoma cells.

Methods: We used live cell image acquisition and analysis to monitor the kinetics of MCF7 cell clustering in the
presence/absence of GJIC pharmacological inhibitors and to screen a LOPAC® bioactive compound library. We
also used a calcein transfer assay and flow cytometry to evaluate GJIC involvement in cancer cell clustering.

Results: We first demonstrated that functional GJIC are established in the early phase of cancer cell aggregation.
We then showed that pharmacological inhibition of GJIC using tonabersat and meclofenamate delayed MCF7 cell
clustering and reduced calcein transfer. We also found that brefeldin A, an inhibitor of vesicular trafficking, which
we identified by screening a small compound library, and latrunculin A, an actin cytoskeleton-disrupting agent,
both impaired MCF7 cell clustering and calcein transfer.

Conclusions: Our results demonstrate that GJIC are involved from the earliest stages of anchorage-independent
cancer cell aggregation. They also give insights into the regulatory mechanisms that could modulate the formation of

clusters of circulating tumor cells.

Keywords: Cancer cell clustering, Anchorage-independent aggregation, Gap junction intercellular communication

Background

Metastasis formation requires evasion of cancer cells
from the primary tumor site, local invasion, intravasation
into blood and lymphatic vessels, extravasation at distant
sites and formation of metastatic deposits that will
develop as metastatic lesions [1, 2]. Cancer cell dissem-
ination and invasion have been prominently associated
with the activation of the epithelial-to-mesenchymal
transition (EMT) program. This program induces cancer
cell morphological and motility changes and leads to the
inhibition of the expression of cell-cell adhesion
molecules [1]. However, in the absence of anchorage,
tumor cells that have evaded from a primary tumor must

* Correspondence: bernard.ducommun@itav.fr; valerie.lobjois@itav.fr
'Université de Toulouse, ITAV, CNRS, Toulouse, France
Full list of author information is available at the end of the article

( BioMVed Central

develop adaptive strategies, such as cell aggregation and
cluster formation, to prevent anoikis [3]. Therefore, an
alternative model for cancer cell dispersion has been
recently proposed. It involves the escape of clusters of
aggregated cells from the primary tumor or single-cell
clustering during dissemination, as suggested by the
detection of clusters of circulating tumor cells (CTCs) in
blood samples from metastatic patients [2, 4]. It has
been shown that the formation of multicellular clusters
prolongs cancer cell survival [5]. CTC clusters have 23-
to 50-fold increased metastatic potential than isolated
CTCs and are associated with adverse outcomes [4].
Circulating tumor microemboli (CTM), in which cancer
cells are associated with platelets, stromal cells and
hematopoietic cells, might also protect tumor cells from
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apoptosis [6]. Thus, CTC clusters greatly contribute to
cancer cell metastatic spread.

Several years ago, it was shown that increased expression
of E-cadherin, a major component of cell adherens
junctions, enhances the formation of cell aggregates [7].
This is consistent with the finding that loss of functional
E-cadherin is associated with cancer cell invasiveness and
metastasis formation [1]. On the other hand, increased
cancer cell adhesion properties also have been associated
with higher experimental metastatic potential in vivo [8, 9].

Tumor cell aggregation regulation involves cell—cell
adhesion proteins, including members of the cadherin
superfamily [7], as well as other cell surface-associated
proteins, such as MUC1 and galectin-3 [5]. In patients with
breast cancer, the cell junction component plakoglobin is
overexpressed compared with healthy tissue. In mouse
models, plakoglobin knockdown abrogates CTC cluster
formation and suppresses lung metastases [4]. High
expression level of plakoglobin associated with cluster
formation is in line with our in vitro data showing the
regulatory role of desmosomal junctions on cancer cell
aggregation [10]. Indeed, we previously developed a
microscopy-based quantification assay to monitor the
clustering kinetics of tumor cells in the absence of cell-
substrate adhesion [10]. Using this approach, we showed
that in colon and breast cancer cells, E-cadherins and also
two desmosomal proteins (desmoglein and desmocolin)
contribute to cancer cell aggregation.

Gap junctions connect two adjacent cells by establishing
the continuity of connexons formed by a hexamer of sub-
units called connexins. Gap junction activity is associated
with their ability to generate gap junction intercellular
communication (GJIC) and this can be monitored with
cellular assays based on the transfer of fluorescent probes
between cells [11-13]. Connexin may also have a role in
autocrine or paracrine diffusion when hemi-channels are
active between the cytoplasm and the extracellular
medium. Gap junctions are also involved in different
signaling pathways, particularly through the interaction of
the C-terminal domains of connexins with several proteins
(reviewed in [14]), including cytoskeleton proteins
(directly with tubulin [15] and indirectly with actin [16]).
Several studies have shown that gap junction formation
and maintenance require both vesicular transport [17] and
the actin cytoskeleton, which could provide tracks and
specificity for membrane delivery [18].

Here, we examined the role of GJIC in the anchorage-
independent clustering of MCF7 cancer cells. Using GJIC
pharmacological inhibitors, we demonstrated their in-
volvement during the early step of anchorage-independent
cancer cell clustering. Inhibition of the actin cytoskeleton
using latrunculin A and of vesicular trafficking using bre-
feldin A, which we identified in a small compound library
screening, resulted in GJIC and cell clustering inhibition,
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in agreement with the requirement of the actin cytoskel-
eton and vesicular trafficking for GJIC formation.
Altogether, these data reinforce the idea that GJIC are po-
tential key players in the early steps of the metastatic
process, and could be used to identify new strategies for
therapeutic intervention.

Methods

Cell culture

MCF7 cells (ATCC HTB-22) were cultured in RPMI
(Gibco, Life Technologies) supplemented with 1 pmol/L
insulin (Sigma Aldrich), 10% fetal calf serum (FCS)
(Gibco, Life Technologies) and 1% penicillin/strepto-
mycin (100 U/mL, Gibco, Life Technologies) in a
humidified atmosphere of 5% CO2 at 37 °C.

Chemicals and reagents

Meclofenamate (10 mM in water), tonabersat (40 mM in
DMSOQO), latrunculin A (1 mM in DMSO), brefeldin A
(10 mM in DMSO), and calcein AM (4 mM in DMSO),
were purchased from Sigma Aldrich.

Cell clustering assay

The cell clustering assay used in this study was adapted
with slight modifications from the one described in our
previous report [10]. Specifically, DMEM-F12 (Gibco,
Life technologies) supplemented with 1 umol/L insulin,
10 nmol/L beta-estradiol, 20 ng/mL epidermal growth
factor (Invitrogen), B-27 Supplement (1X, Invitrogen)
and 1% penicillin/streptomycin (100 U/mL, Gibco, Life
technologies) was used as medium. MCF7 cells were
harvested at 70-80% confluence from T25 flasks using
trypsin (0.05% trypsin- 0.53 mM EDTA; Gibco, Life
Technologies) and counted. 500 cells in 50 ul medium
per well were distributed in Greiner 96-well round bot-
tom plates, except in the 36 peripheral wells to avoid
edge effects (thus, 60 exploitable wells/plate). Cells were
centrifuged (200 g for 4 min), and then the drug of inter-
est, diluted in the same medium (2X the desired concen-
tration, 50 pL per well), or medium only (non-treated
condition) was added, followed by another centrifugation
step. Plates were then placed in a humidified atmosphere
with 5% CO, at 37 °C and processed for microscopy.

Microscopy, image processing and quantification

Based on our previous study [10], cell clustering in each
well was followed by time-lapse video-microscopy. Images
were acquired with an inverted wide-field Zeiss Z1 Obser-
ver Axio microscope, using a 0.3 N.A 10X objective and a
CoolSNAP CDD camera (Roper scientific) in bright-field
(transmitted light) for at least 10 h with one acquisition
every 15 min. At each time point and position, 10-um
spaced z-stacks over 100 um depth (11 stacks) in bright-
field were acquired using the MetaMorph software. The
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main steps of the algorithm to monitor and measure the
cell clusters over time with a custom-made MATLAB pro-
cedure were: (1) at each time point, and for each cluster,
images were processed by focus stacking to merge images
of multiple focal planes into one in-focus image (with
Image]), (2) binarization and edge detection with a Sobel
filter were used to define the cluster boundaries, as well as
the boundaries of holes inside clusters to exclude them, (3)
saving of the projection, segmentation and image overlay,
and (4) calculation of the typical parameters (perimeter,
area, normalized area: Area TO/Area T(x)). Results are
presented as the Normalized area reduction over time.

Gap junction intercellular communication assay and

flow cytometry

This assay was performed in the same experimental setting
as described above. After incubation with 0.1 pM calcein
AM (cell-permeant stain; 30 min of incubation in 5% CO,
at 37 °C in T25 flasks), 50% of stained cells were mixed
with 50% of unlabeled cells before distribution in wells.
Cells were retrieved at 0, 2, 5 and 10 h after the beginning
of the assay. Cells from 10 wells for the same condition
were pooled to obtain one replicate/sample, allowing to ob-
tain three (half plate) or six replicates (an entire plate) per
condition for each independent experiment. Clusters were
dissociated (mechanically and with trypsin) in single-cell
suspensions and rinsed (1X PBS) before flow cytometry
(BD C6 Accuri) analysis of calcein green fluorescence.

Double labeling dye transfer

The experimental procedure was identical to that of the
GJIC assay described above, with the exception that cells
were stained with calcein AM together with HCS Cell
Mask Deep Red (4 pg/mL, Life Technologies), which
does not transit through gap junctions.

Immunofluorescent staining

Cells grown on coverslips for 3 days were washed in PBS
and fixed in formalin for 10 min. After washes and
permeabilization in PBS containing 0.5% Triton X-100 at
room temperature (RT) for 5 min, cells were incubated in
PBS containing 1% BSA at RT for 1 h. Then, they were
incubated at 4 °C with antibodies against connexin CX43
(1/100, Cell Signaling #3512) in PBS/1% BSA overnight.
After washes in PBS/0.1% Triton X-100, goat anti-rabbit
Alexa 488 antibodies (Molecular Probes, 1/500) were
added at RT for 1.5 h.

Screening of the compound library and hit
characterization

The LOPAC® commercial library (1280 compounds)
from Sigma-Aldrich was used for this screen. The
screening strategy was to search for compounds that in-
hibit cell aggregation at the unique concentration of
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1.25 puM. EDTA was used as positive control to calculate
the Z’ factor (>0.7) and to validate each library batch.
500 MCF7 cells per well were distributed in 96-well
round bottom plates (Greiner). Plates were centrifuged
(200 g for x8 min) and then placed in a humidified
atmosphere of 5% CO, at 37 °C on the stage of the
video-microscope to monitor cell aggregation. Images
were acquired at the time 0 and during 5 h. 5 pm spaced
z-stacks over 100 pm depth (21 stacks) in bright-field
were acquired using the MetaMorph software. Images were
processed as described above. The normalized area reduc-
tion over time was the assessment criterion. Molecules that
reduced cell aggregation were then validated with a dose-
response test using six replicates per concentration, with
images acquired every 15 min for 10 h.

Software

The BD Accuri software was used for flow cytometry
data analysis and description of the results, and
GraphPad Prism for graph conception.

Statistical analysis

For statistical analyses, the GraphPad Prism software
was used. The normal distribution of data was assessed
with the Kolmogorov-Smirnov, D’Agostino & Pearson,
and Shapiro-Wilk tests. Homoscedasticity was also
checked and if variances were significantly different,
statistical tests were performed with Welch’s correction;
*#: p <0.0005, **: p <0.005, *: p <0.05 for all figures.

Results
Functional gap junctions are established during
clustering of MCF7 cancer cells
As already published [10] and illustrated in Fig. 1a, when
seeded in anchorage-free conditions that prevent cell ad-
hesion to the substrate, breast adenocarcinoma MCF7
cells progressively clustered to form a solid shaped
aggregate within 5 h. This assay allows the accurate and
reproducible quantification of cancer cell clustering and
was previously used to demonstrate the role of E-
cadherin and desmosomal proteins in this process [10].
Here, we used this assay to determine whether func-
tional GJIC was established during cell clustering. To this
aim, we adapted a classical dye transfer assay based on
loading part of the cell population with the fluorescent
dye calcein and on monitoring its transfer from loaded
donor cells to receiver cells (see Methods). After mixing
calcein-positive and —negative MCF7 cells at the time 0 of
the clustering assay, we monitored by flow cytometry
analysis calcein fluorescence level in the population over
time (Fig. 1b). We detected calcein-positive (blue) and
calcein-negative (black) cells at the start of the experi-
ment. During the experiment, receiver cells with inter-
mediate fluorescence intensity (green) progressively
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appeared and increased in number, while concomitantly
the percentage of the negative population decreased.
Quantification of these data (Fig. 1c) clearly showed that
the percentage of receiver cells (mean + SD) progressively
and significantly increased: 4.7% (+2.9) at 2 h, 8.7% (+2.3)
at 5 h and 21.6% (+£3.1) at 10 h. To confirm that the
observed transfer was due to GJIC, we performed control
experiments in which donor cells were double labeled
with calcein and the non-diffusible HCS Cell Mask Deep
Red dye (see Additional file 1: Figure S1).

To further confirm our observation, we next examined
the effect of two widely used GJIC inhibitors (tonabersat
[19] and meclofenamate [20]) on calcein dye transfer
during clustering. Incubation with tonabersat (Fig. 2a) or
with meclofenamate (Fig. 2b) resulted in a similar,
significant reduction of the number of receiver cells over
time compared with untreated cells (control).

Altogether these observations indicate that the formation
of functionally active GJIC between MCEF?7 cells is a rapid
process that occurs within few hours during aggregation of
cells that are placed in anchorage-free conditions.

Gap junction pharmacological inhibition impairs MCF7
cell clustering

These observations prompted us to examine whether the
early stages of GJIC formation play an active role in cancer
cell clustering. To this aim, we evaluated the effect of GJIC
pharmacological inhibition with tonabersat and meclofen-
amate on anchorage-independent MCF?7 cell clustering by
monitoring cell clustering at the beginning of the assay

(TO) and after 2, 5 and 10 h (Fig. 3a). Control (untreated)
cells initially formed a slightly irregular non-adherent
monolayer disk, and then progressively gathered together
and aggregated to form a small 3D cluster. Both tonaber-
sat and meclofenamate slightly delayed early clustering of
MCE7 cells. We then quantified cell aggregation by
determining the cluster surface area relative to TO using a
dedicated image analysis tool developed in MATLAB
([10] and see Methods). This quantification showed that
the clustering area at 2 h was reduced by 59% in control
condition, and by 34% and 43% upon GJIC pharmaco-
logical inhibition with tonabersat and meclofenamate,
respectively (p <0.0005 vs control for both inhibitors)
(Fig. 3b and c). This quantification confirmed that the two
inhibitors significantly slowed down cell clustering at the
early stage, but that at the end of the clustering assay
(10 h), the normalized area reduction was comparable in
treated and untreated samples.

Together these data led to the conclusion that function-
ally active gap junctions could participate and contribute
to the early phase of MCF7 breast cancer cell clustering in
anchorage-independent conditions.

Actin cytoskeleton is required for functional GJIC and for
MCF7 cell clustering

Actin cytoskeleton disruption using latrunculin A results in
the alteration of GJIC localization at the cell membrane
[18]. Therefore, we examined whether this might also result
in MCEF7 cell clustering inhibition. We first confirmed that
incubation of MCF?7 cells with 100 nM latrunculin A very
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incubation also significantly slowed down cell clustering
(p <0.0005), as indicated by the slower reduction of the
normalized area during the first hours of the assay (Fig. 4b).
However, after 5 h this effect was reduced and, at 10 h, cell
clustering was comparable in treated and control cells.
Finally, incubation with both latrunculin A and meclofena-
mate did not have any additive effect on calcein transfer in-
hibition, while it had an additional effect on the inhibition
of cell clustering (Additional file 2: Figure S2).

These data indicate that actin cytoskeleton integrity,
which is needed for functional GJIC, is also required
during the early phase of MCF?7 cell clustering.

Inhibition of vesicular transport using brefeldin a results

in the inhibition of GJIC function and MCF7 cell clustering
To find new regulators and signaling pathways involved in
MCEF?7 cell clustering in anchorage-independent conditions,
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we developed a screening strategy based on our cell aggre-
gation assay. We used the LOPAC® commercial chemical
library of 1280 small bioactive compounds to search for cell
aggregation inhibitors at the 5 h end point. Amongst
several hits (ongoing work), we focused on brefeldin A.
Upon treatment with brefeldin A, MCF?7 cell clustering was
strongly reduced in a concentration-dependent manner
and was totally inhibited at the 0.5 uM concentration
(Fig. 5a). Quantification of these results confirmed that cell
clustering inhibition was concentration-dependent and that
this inhibition was significant (at 0.1 uM) and complete
when using 1 uM brefeldin A (Fig. 5b).

It has been reported that gap junction formation and
maintenance are dependent on vesicular transport [17].
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Therefore, we tested in our assay whether brefeldin A
impaired calcein transfer. We observed no effect with
0.01 pM brefeldin A. Conversely, 0.1 pM brefeldin A
reduced the progressive increase of the percentage of
receiver cells at 5 and 10 h compared with control (un-
treated, NT), and 1 pM brefeldin A completely inhibited
calcein transfer (Fig. 5¢). In addition, immunofluorescence
analysis of connexin CX43 expression revealed loss of
cytoplasmic membrane localization upon treatment with
1 uM brefeldin A (Additional file 3: Figure S3).

These data indicate that pharmacological inhibition of
vesicular transport leads to impaired delivery of GJIC to the
membrane and alteration of calcein transfer via functional
GJIC, resulting in the inhibition of MCF?7 cell clustering.

Discussion

How tumor cell clustering contributes to cancer progression
and how it is regulated remain unclear. Loss of E-cadherin,
a master cell-cell adhesion protein, is an EMT hallmark as-
sociated with metastasis. However, the detection of clusters
of CTCs that overexpress cell-cell adhesion proteins in pa-
tients with cancer has been correlated with high metastatic
potential and poor prognosis. These observations suggest
pro- and anti-tumor roles for cell aggregation and
strengthen the need to precisely understand the regulatory
mechanisms and how variations in the cancer cell cluster
formation potential could contribute to cancer progression.

In this work, we investigated GJIC role in the sequence
of events leading to breast cancer cell cluster formation.
We adapted and used a classical calcein transfer assay to
demonstrate that very rapidly after seeding in anchorage-
independent conditions, GJIC are formed between MCF7
cells (Fig. 1). In addition, we confirmed the specificity of
this assay using the non-diffusible HCS Cell Mask Deep
Red dye (Additional file 1: Figure S1).

We also used tonabersat and meclofenamate, two refer-
ence compounds that reduce metastasis progression thanks
to their gap junction inhibitor function [21], to inhibit
GJIC-dependent calcein transfer (Fig. 2). We observed that
these compounds also slowed down cell clustering (Fig. 3).
This inhibitory effect was obvious and maximum around 2-
3 h after seeding (i.e., the very early stage of GJIC forma-
tion), suggesting that adhesiveness of the hemi-connexons
might be sufficient to contribute to cell adhesion. Of
course, adherens junctions and desmosomes [10, 22] are
also rapidly engaged in the adhesion process, and might
compensate for the lack of functional GJIC, which explains
why the effect on cell clustering of GJIC pharmacological
inhibition progressively decreases and is lost after 5 h.

To further demonstrate that GJIC plays a key role at a
very early stage of cell clustering, we manipulated its for-
mation and assembly at the cell membrane. It is well
documented that inhibition of the actin cytoskeleton
dynamics with latrunculin A affects GJIC formation [18].
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Using latrunculin A, we again observed inhibition of
MCEF7 cell clustering that was maximal at 2 h and was
resumed after 5 h (Fig. 4). Furthermore, the absence of
additive effect on calcein transfer inhibition with latrun-
culin A and meclofenamate suggest that these com-
pounds act on the same mechanism. Although we

cannot exclude that another actin cytoskeleton-
dependent early event could participate in driving MCF7
cell clustering, these observations strongly reinforce the
conclusion of a key and initiating role for GJIC.

With the aim to identify novel pathways involved in
the regulation of anchorage-independent MCF7 cell
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clustering, we performed a pharmacological screen of a
commercial bioactive small-compound library. We did
not identify cytoskeleton inhibitors in this screen,
probably because the selected endpoint was 5 h, when
latrunculin A effect is already compensated. However,
together with other hits that are currently under investi-
gation, we identified brefeldin A as a potent inhibitor of
anchorage-independent MCF7 cell clustering (Fig. 5).
Moreover, we observed that in the same experimental
setting, brefeldin A also inhibited calcein transfer. This
is fully in agreement with previous reports indicating
that vesicular trafficking is required for GJIC formation
and maintenance [17], which is also confirmed by the
loss of connexin CX43 membrane localization upon in-
cubation with brefeldin A (Additional file 3: Figure S3).
However, in contrast to what we observed using GJIC
inhibitors or latrunculin A, brefeldin A inhibitory effect
on cell aggregation did not stop after 5 h, suggesting that
other important mechanisms required during clustering
are also dependent on vesicular trafficking.

Conclusions

Altogether the results reported in this study reinforce
the importance of considering GJIC as potential key
players in the early steps of the metastatic process, with
the aim to decipher the mechanisms that lead to cancer
cell-cell adhesion and cluster formation, and to identify
new strategies for therapeutic intervention.

Additional files

Additional file 1: Figure S1. Specificity of calcein dye transfer. To ensure
the GJIC specificity of the observed calcein transfer, control experiments were
performed in which cells were loaded with calcein together with the

non- diffusible HCS Cell Mask Deep Red dye. The dye transfer was quantified
by flow cytometry at time 0 and after 10 h, both in control condition (only
co-staining) and in co-labeled cells incubated with the GJIC inhibitor
meclofenamate. The calcein and Cell Mask negative cell population
progressively became positive for calcein in the control condition,
but not in cells incubated with meclofenamate. Conversely, no
transfer of the Cell Mask dye to negative cells was observed in
control and meclofenamate-treated cells. (PDF 38 kb)

Additional file 2: Figure S2. Effect of the combination of latrunculin A
and meclofenamate on the clustering of MCF7 cancer cells and on calcein
transfer. (A) Variation of the area occupied by MCF7 cells during the clustering
assay with cells incubated or not (n = 21) with 100 nM latrunculin A (n = 22),
300 uM meclofenamate (n = 26), or latrunculin A + meclofenamate (n = 27).
Results are the mean + SD of 4 independent experiments. Mann-Whitney non-—-
parametric tests, except for NT versus latrunculin A + meclofenamate: unpaired
two-tailed t-test at 2 h, ***p < 0.0005. (B) Transfer of calcein during the clustering
assay from donor positive cells to negative cells incubated or not with different
compounds as in (A). The percentage of receiver positive cells is indicated. Re-
sults are the mean + SD of 4 independent experiments (3 replicates for each
condition in each experiment). Unpaired two-tailed t-tests, at 2 h, 5 h and 10 h;
differences are not statistically significant (N.S). (PDF 575 kb)

Additional file 3: Figure S3. Characterization of Cx43 localization in
MCF7 cells incubated or not with brefeldin A and latrunculin A. MCF7
cells were incubated with brefeldin A (1 pM) and latrunculin A (100 nM
and 400 nM), or not, for 5 h. Cx43 expression is in green, DAPI staining of
nuclei in blue. Magnification: 40X, scale bar: 20 um. (PDF 2439 kb)
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Figures supplémentaires de I'article: Figure S1, S2, S3.

Figure S1: Specificity of calcein dye transfer

To ensure the GJIC specificity of the observed calcein transfer, control experiments were
performed in which cells were loaded with calcein together with the non- diffusible HCS Cell
Mask Deep Red dye. The dye transfer was quantified by flow cytometry at time 0 et after 10
h, both in control condition (only co-staining) et in co-labeled cells incubated with the GJIC
inhibitor meclofenamate. The calcein and Cell Mask negative cell population progressively
became positive for calcein in the control condition, but not in cells incubated with
meclofenamate. Conversely, no transfer of the Cell Mask dye to negative cells was observed
in control and meclofenamate-treated cells.
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Figure S2: Effect of the combination of latrunculin A et meclofenamate on the clustering of
MCF7 cancer cells et on calcein transfer

(A) Variation of the area occupied by MCF7 cells during the clustering assay with cells
incubated or not (n =21) with 100 nM latrunculin A (n =22), 300 uM meclofenamate (n
=26), or latrunculin A + meclofenamate (n = 27). Results are the mean £ SD of 4 independent
experiments. Mann-Whitney non-parametric tests, except for NT versus latrunculin
A + meclofenamate: unpaired two-tailed t-test at 2 h, ***p < 0.0005.

(B) Transfer of calcein during the clustering assay from donor positive cells to negative cells
incubated or not with different compounds as in (A). The percentage of receiver positive
cells is indicated. Results are the mean * SD of 4 independent experiments (3 replicates for
each condition in each experiment). Unpaired two-tailed t-tests, at 2 h, 5 h and 10 h;
differences are not statistically significant (N.S.).
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Figure S3: Characterization of Cx43 localization in MCF7 cells incubated or not with brefeldin
A et latrunculin A

MCF7 cells were incubated with brefeldin A (1 uM) and latrunculin A (100 nM et 400 nM), or
not, for 5 h. Cx43 expression is in green, DAPI staining of nuclei in blue. Magnification: 40X,
scale bar: 20 pum.
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Pour conclure, nos travaux ont permis de démontrer que :

- Au cours de I'agrégation cellulaire en conditions ancrage-indépendantes les cellules MCF7
mettent en place des jonctions gap fonctionnelles dés les étapes précoces de ce
processus ;

- Les jonctions gap participent a I’agrégation cellulaire des MCF7 durant ces étapes
précoces ;

- Le cytosquelette d’actine et le transport vésiculaire contribuent fortement a I’agrégation
cellulaire et ce en partie a travers leur role dans la formation et la stabilisation de

jonctions gap fonctionnelles a la membrane.

Ces travaux sur les jonctions gap ont été pour moi I'occasion d’encadrer deux étudiants (Elise
Pesce, étudiante en Master 1 pour une durée de deux mois et Thomas Bouysset étudiant en

BTS pour une durée cumulée de 3 mois) qui m’ont aidé dans la réalisation de ce projet.
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c) Résultats complémentaires

Parallelement a ces travaux, je me suis intéressé a deux points particuliers : I'implication de

la connexine 43 et de la E-cadhérine dans le réle des jonctions gap au cours de I'agrégation.

i. Etude de I'expression membranaire de Cx43 par cytométrie de flux

Pour approfondir nos connaissances sur le role des jonctions gap il est nécessaire de savoir
guelle(s) connexine(s) constitue(nt) ces jonctions. La connexine 43 est de loin la plus étudiée
en cancérologie et dans les cellules d’origine mammaire ce qui nous a amené a focaliser

notre étude sur celle-ci en étudiant son expression a la membrane des cellules MCF7.

En plus de la détection par immunofluorescence indirecte en culture monocouche, jai
analysé I'expression de Cx43 par cytométrie de flux avec pour objectif d’étudier
spécifiguement sa présence a la membrane au cours de 'agrégation des cellules MCF7, en
relation avec I'implication des jonctions gap dans ce processus. Le but était d’observer un
recrutement de Cx43 a la membrane au cours du temps et de I'agrégation des cellules

notamment entre 0 et 2h au vu du role précoce des jonctions gap constaté précédemment.

Cette étude a été réalisée sur des cellules en culture monocouche puis au cours de
I'agrégation ancrage-indépendante en collectant les agrégats a différents temps et en
dissociant les cellules pour pouvoir faire le marquage et I'analyse en cytométrie selon la
méme stratégie que celle décrite dans I'article. L'objectif est dans un premier temps de
détecter uniquement la connexine 43 membranaire avec un anticorps reconnaissant un
domaine extracellulaire, ce qui implique de ne pas fixer et/ou perméabiliser les cellules. Or

I’anticorps anti-Cx43 utilisé ne fonctionne que sur des cellules fixées.

Ces expériences préliminaires nous ont permis d’obtenir les résultats suivants. On peut
observer que Cx43 est exprimée par les cellules MCF7 de maniére comparable en culture en
monocouche et au cours de I'agrégation aux différents temps choisis (Figure 38A), la quasi-
totalité de la population cellulaire est Cx43 positive dans les différentes conditions (aux
alentours de 75%). Pour vérifier s’il y a un recrutement de Cx43 a la membrane des cellules,
qui se traduirait par une augmentation de l'intensité du signal de fluorescence, nous avons

qguantifié I'intensité du signal de Cx43 et la proportion de cellules Cx43 positives au début de
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Figure 38: Expression de Cx43 par la lignée MCF7 en culture monocouche et au cours de
I'agrégation

L'expression de Cx43 est analysée par cytométrie de flux dans différentes conditions, le
controle (noir) correspond aux cellules incubées uniquement avec I'anticorps secondaire.

(A) Expression de Cx43 en culture monocouche ou au cours de I'agrégation aux temps 0 (T0),
2 (T2), 5 (T5) et 10 heures (T10). Cellules fixées (idem pour la figure 5B), une seule
expérience représentée.

(B) Quantification de la population cellulaire Cx43 positive pour les conditions agrégat a TO
et a T2, 3 expériences indépendantes par condition superposées sur un méme histogramme.
(C) Expression de Cx43 (vert), I'actine (jaune) et la E-cadhérine (bleu) selon les procédés
indiqués, MCF7 en culture en monocouche utilisées. Une seule expérience représentée.
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I'essai d’agrégation (TO) et au bout de 2h (T2), temps ou I'inhibition des jonctions gap a un
effet quasiment maximal sur le processus d’agrégation, et ce sur 3 expériences
indépendantes (Figure 38B). On observe des pics d’intensité comparables entre les deux
conditions et on obtient une moyenne de 66,30% (+/- 4,95%) de cellules Cx43 positives a TO
contre 75,73% (+/- 8,72%) a T2, au vu de la variabilité des valeurs on ne peut pas conclure
gu’il y ait une différence significative et un éventuel recrutement de Cx43 a la membrane au

cours de I'agrégation.

Cependant comme décrit précédemment |'anticorps utilisé ne reconnait pas Cx43 en
absence de fixation, on n’observe pas de signal positif dans cette condition (Figure 38C) tout
comme pour l'actine qui est intracellulaire au contraire de la E-cadhérine (pour laquelle on a
utilisé un anticorps reconnaissant une partie extracellulaire de la protéine selon la méme
stratégie). Aprés fixation et/ou perméabilisation, on observe un signal pour Cx43 comme
montré plus tot mais également pour l'actine ce qui signifie que la fixation seule
perméabilise les cellules (Figure 38C). Ayant observé une localisation membranaire de Cx43
dans les cellules MCF7 en immunofluorescence on peut en déduire que I'anticorps utilisé ne
semble pas reconnaitre un domaine extracellulaire de Cx43 mais plutdt une partie
intracellulaire expliquant la nécessité de fixer (et donc de perméabiliser) les cellules. Il est
donc uniguement possible de détecter la connexine 43 « totale » sans pouvoir discriminer la
part membranaire de la part non localisée a la membrane avec cet anticorps par cytométrie.
On ne peut donc finalement pas répondre a la question d’un éventuel recrutement de Cx43

a la membrane au cours de I'agrégation.

Le mécanisme d’action des inhibiteurs de jonction gap utilisés étant mal défini, jai
également examiné |'expression de Cx43 par les MCF7 lors de |'agrégation en réponse au
Tonabersat et au Méclofenamate. L'expression totale de Cx43 n’est pas affectée par les deux
composés (résultats non montrés). Dans cette étude également, la disponibilité d'un
anticorps reconnaissant le domaine extracellulaire de Cx43 aurait permis de savoir si les

inhibiteurs provoquaient une délocalisation de cette connexine.

En conclusion, I'analyse de I’expression de Cx43 par cytométrie confirme sa présence tout
au long du processus d'agrégation. On observe peu d’hétérogénéité et la quasi-totalité des

cellules expriment cette connexine dans les différentes conditions étudiées. Les différents
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traitements (Méclofenamate, Tonabersat, Latrunculine A, Bréfeldine A) réalisés au
moment de I’agrégation des cellules n’ont pas d’effet sur I'expression « totale » de la

connexine 43.

ii. Role de la E-cadhérine sur la formation des jonctions gap et I’agrégation

Compte tenu du role prépondérant de la E-cadhérine dans I'agrégation des MCF7 (Saias et
al., 2015) et des interactions connues entre la E-cadhérine et les jonctions gap (Jongen et al.,
1991), nous nous sommes demandés si la E-cadhérine contribuait a I'établissement des

jonctions gap dans notre modeéle.

J'ai donc exploré s’il y avait un effet additif ou non lorsque I'on bloque simultanément les
deux types de jonctions lors du test d’agrégation des cellules. Pour cela, les essais ont été
réalisés en combinant Méclofenamate ou Tonabersat avec un anticorps bloquant de la E-
cadhérine (clone HECD-1), déja utilisé dans de précédents travaux de I'équipe (Saias et al.,

2015), et qui empéche la formation de jonctions adhérentes de type E-cadhérine.

Comme rapporté dans les résultats précédents de I'équipe le blocage de la E-cadhérine a un
impact important sur I'agrégation des MCF7 : I'inhibition débute dés les premiéres heures de
I’essai comme pour les inhibiteurs de jonctions gap : a 2h 'aire normalisée de la condition
contréle est a 0,39 contre 0,65 et 0,66 pour la condition Méclofenamate et la condition AC
anti E-cadhérine respectivement. L'effet de I'anticorps bloquant se prolonge sur la totalité
de I'essai contrairement au Méclofenamate, réduisant de moitié la capacité d’agrégation de
ces cellules : a 10h I'aire normalisée des agrégats traités avec I'anticorps est de 0,66 contre
0,24 pour les conditions contréle et Méclofenamate, (Figure 39A), on note le méme effet sur
I’expérience avec le Tonabersat avec des valeurs similaires (Figure 39B). On observe que les
deux combinaisons Méclofenamate/anticorps anti E-cadhérine et Tonabersat/anticorps anti
E-cadhérine ne provoquent pas une inhibition plus importante que I’anticorps bloquant seul

en considérant les variations entre réplicas (Figure 39A, 39B).

Ces résultats, qui sont issus d’'une seule expérience et qui nécessiterait d’étre répétés,
suggerent qu’il n'y a pas d’effet additif ce qui signifie que I'inhibition des jonctions E-
cadhérine doit probablement empécher la formation des jonctions gap d’ou I'absence d’un

effet supplémentaire.
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Figure 39: Courbes d’agrégation des cellules MCF7 en réponse aux différents traitements

(A) Condition contréle (noir) et traitements au Méclofenamate 300uM (vert), anticorps anti
E-cadhérine 1ug/ml (bleu), ou la combinaison des deux composés (rouge, aux mémes
concentrations que séparément).

(B) Condition contréle (noir) et traitements au Tonabersat 300uM (vert), anticorps anti E-
cadhérine 1pg/ml (bleu), ou la combinaison des deux composés (rouge, aux mémes
concentrations que séparément).

Mean +/- SD, n=nombre de réplicas, une seule expérience.
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Le test de transfert de calcéine ou la localisation de Cx43 suite a une exposition des cellules

MCF7 a cet anticorps bloquant pourrait permettre de confirmer et renforcer ces résultats.

En conclusion les jonctions E-cadhérine semblent donc participer a I’établissement de
jonctions gap fonctionnelles lors de I'agrégation ancrage-indépendante de cellules
tumorales. Ces résultats suggerent également que si les jonctions gap ont un réle dans les
processus précoces de I'agrégation, la E-cadhérine joue par contre un role essentiel dans

ce processus du début a la fin (cette hypothése sera développée dans la discussion).

d) Discussion

Les travaux présentés ci-dessus nous ont permis de démontrer la présence de jonctions gap
fonctionnelles lors de I'agrégation en conditions ancrage-indépendantes de la lignée
cellulaire tumorale mammaire MCF7 grace a I'adaptation originale de I'essai de transfert de
calcéine a un modele 3D (les agrégats se structurent en 3D au cours du temps) jusque ici
non-décrit dans la bibliographie a notre connaissance. Cet essai permet une quantification
précise du transfert de calcéine et donc de |'activité des jonctions gap. Par exemple, Bao et
al., qui ont mis en évidence le role des jonctions gap dans la formation de microtissus en gel
d’agarose pour de nombreuses lignées cellulaires tumorales dont les MCF7, ont observé le
transfert de calcéine par fluorescence sans dissocier les microtissus, mais la superposition du
signal de calcéine provenant de cellules sur différentes couches des microtissus rend

impossible la quantification précise et I'analyse de ce transfert et de |'activité des jonctions

gap.

Nous observons un décalage entre la rapidité d’agrégation des cellules (maximum atteint au
bout de 5 heures) et le transfert de calcéine entre les cellules (augmentation tout au long de
I'essai), qui peut s’expliquer par le fait que les cellules doivent recevoir et accumuler une
guantité assez conséquente de calcéine transférée pour passer le seuil de positivité or les
cellules donneuses donnent peu de calcéine (I'intensité de leur signal pour la calcéine
diminue faiblement durant I’essai). D’autre part, plus les cellules sont agrégées plus chaque

cellule établit de contact avec d’autres cellules et peut donc potentiellement recevoir de
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calcéine expliguant cette augmentation continue du transfert bien que I'agrégation soit a

son maximum.

Nous avons pu observer que ces jonctions gap semblent s’établir tres tot lors de I'agrégation
des cellules, il y a une apparition significative du transfert de calcéine des 2 heures apres le
début de I'essai d’agrégation, mais cela pourrait intervenir encore plus tot. Est-il possible de
mettre en évidence la présence de jonctions gap fonctionnelles encore plus précocement ?
Des résultats non-publiés montrent en conditions ancrage-indépendantes |’existence
d’extensions membranaires ou protrusions (Figure 40A). Les cellules interagissent entre elles
via ces protrusions avant d’agréger ensemble. Nous avons émis I’hypothése que des
connexines pouvaient se trouver sur ces extensions membranaires et former des jonctions
fonctionnelles lorsque les protrusions de deux cellules interagissent (Figure 40B). Nous
avons adapté I'essai d’agrégation et placé les cellules dans un dispositif différent (micropuits
de diametre 450um en PDMS) et a une plus faible densité cellulaire (15 cellules par
micropuits) afin d’imager avec plus de précision les premiers contacts entre deux cellules
MCF7 (toujours en conditions ancrage-indépendantes). Notre objectif était d'explorer s'il est
possible, dans ces conditions, de visualiser un transfert de calcéine entre deux cellules en
temps réel sur une durée de 3 heures a partir de I'ensemencement des cellules dans le micro
puits (Figure 40C). Malheureusement ces expériences n’ont pas été concluantes, plusieurs
facteurs pourraient I'expliquer. Comme on peut le voir sur les résultats de cytométrie
(Figures 2 et 3), les cellules qui regoivent la calcéine ont un signal de fluorescence qui
augmente seulement d’environ 1 log en terme d’intensité, cette variation est probablement
trop faible pour étre visible en microscopie a fluorescence. Imager de maniere répétitive les
cellules (toutes les 15 secondes pendant 3 heures) a pu altérer la fluorescence de la calcéine
notamment dans les potentielles cellules receveuses qui n'en recoivent déja qu'une faible
guantité, rendant le transfert non détectable ... Dans ce protocole expérimental chaque
cellule entre en contact avec seulement une autre cellule du fait de la faible densité
cellulaire, alors qu’au sein d’un agrégat chaque cellule est entourée de plusieurs cellules
avec qui elle peut entrer en contact et qui peuvent lui transférer de la calcéine de maniere

beaucoup plus importante.
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Figure 40: Potentielle mise en évidence de I'établissement de jonctions gap fonctionnelles a
I'aide de protrusions membranaires a I'aide d’un essai de transfert de calcéine ?

(A) Image en lumiére transmise de cellules MCF7 en conditions ancrage-indépendantes
(grossissement 10X) dans un micropuits (PDMS, 450 um de diamétre) a gauche, sur la droite
agrandissement d’une zone du micropuits permettant d’observer les extensions
membranaires ou protrusions indiquées par les fleches noires.

(B) Hypothése et modele expérimental proposés : si deux cellules établissent des jonctions
gap fonctionnelles lorsque leurs protrusions interagissent, alors il devrait y avoir un transfert
de calcéine visible a ce stade entre une cellule positive et une cellule négative.

(C) Superposition d’'images (lumiére transmise / fluorescence verte, grossissement 10X) des
cellules MCF7 au temps zéro de I'essai de transfert de calcéine en micropuits. La moitié
descellules sont marquées avec la calcéine (vert, cellules positives) et I'autre moitié n’est pas
marquée (cellules négatives).
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Nous avons ensuite démontré la spécificité du transfert de calcéine a travers des jonctions
gap fonctionnelles a I'aide de deux inhibiteurs différents, le Méclofenamate (Harks et al.,
2001) et le Tonabersat (Damodaram et al., 2009; Silberstein, 2009). En accord avec la
bibliographie (Q. Chen et al., 2016) nous avons observé que leur inhibition du transfert n’est
pas totale (inhibition de plus de 50% voir article), Ces deux molécules sont les plus récents
inhibiteurs de jonctions gap, leur effet a notamment été découvert et étudié a I'aide de
modeles in vitro et in vivo s’intéressant au systéme nerveux central. Leur mécanisme
d’action ainsi que leur spécificité vis-a-vis d’'une connexine particuliere sont encore mal
connus. Pour le Tonabersat, les travaux de Damodaram et al. suggerent qu’il inhiberait le
transfert de sonde a travers les jonctions gap en provoquant leur découplage et en inhibant
I’expression de la connexine 26. Les travaux de Kim et al., 2017, démontrent le role
inhibiteur du Tonarbersat aussi bien sur les jonctions gap que sur les hémi-canaux composés
de Cx43, le mécanisme proposé est une internalisation et une dégradation de Cx43 soit une
accélération du turn-over de cette connexine. Concernant le Méclofenamate, il n’y a pas
d’étude relatant le mode d’action de cet inhibiteur sur les jonctions gap. On trouve
essentiellement de (trés) nombreux travaux qui étudient le role « uniguement » fonctionnel
du Méclofenamate et le décrivent principalement comme un inhibiteur spécifique de Cx43
au sein des jonctions gap et des hémi-canaux (Jin et al., 2013; Kanjanamekanant et al., 2014;
Kelly et al., 2012; Luckprom et al., 2011). Mieux connaitre leur mode d'action permettrait de
savoir si ces inhibiteurs bloquent uniguement la fonction canal des jonctions gap sans les
déstabiliser ou s’ils empéchent completement la formation des jonctions gap. Dans plusieurs
articles cités ci-dessus les expérimentateurs ont eu recours a une pré-incubation des cellules
de plusieurs heures avec ces inhibiteurs. Faire de méme avec les cellules MCF7 avant I’essai
d’agrégation aurait peut-étre permis d’obtenir une inhibition supplémentaire des jonctions
gap et un effet plus important sur I'agrégation des cellules. Cependant le turn-over rapide
des connexines au sein des jonctions gap et le fait de dissocier les cellules avant I'essai
d’agrégation devrait laisser le temps aux deux inhibiteurs d’empécher la formation de

nouvelles jonctions gap ou du moins de bloquer leur canal.

D’autres approches plus spécifiques pourraient permettre de confirmer le role des jonctions

gap dans l'agrégation des cellules MCF7, comme |['utilisation d'anticorps bloquants
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reconnaissant le domaine extracellulaire des connexines (Bao et al., 2011; Riquelme et al.,
2013; Yusubalieva et al., 2012) qui permettraient de bloquer la fonction adhésive et la
fonction canal des jonctions gap. Ce type d’anticorps nous aurait également permis d’étudier
la dynamique de recrutement de la connexine 43 par exemple au cours de I'agrégation ou
encore de savoir si les inhibiteurs provoquaient une délocalisation de cette méme connexine
au cours de l'essai (Partie Résultats). L’anticorps dont nous disposons ne reconnaissant pas
un domaine extracellulaire de la connexine 43 il n’a démontré aucun effet sur |'agrégation
des cellules MCF7 (résultats non montrés). De la méme maniére des peptides bloquants
reconnaissant une séquence peptidique extracellulaire d’'une connexine existent (GAP 19,
GAP 26 et GAP 27 par exemple, Bao et al., 2011; Verma et al., 2009; Wright et al., 2009). On
pourrait aussi envisager I'utilisation de mutants de connexines qui sont incapables de former
des jonctions gap ou qui ne permettent pas la formation d'un canal intercellulaire
fonctionnel (Lin et al., 2002) et qui permettrait de déterminer I'implication respective de

chacune des fonctions dans I'agrégation cellulaire.

Ces différentes approches nécessitent cependant de savoir précisément quelle connexine
cibler. La connexine 43 est de loin celle qui est la plus étudiée en cancérologie y compris les
cancers mammaires (avec les connexines 26, 30, 32, Banerjee, 2016) et c'est celle sur
laguelle portent presque exclusivement toutes les données bibliographiques sur les MCF7.
Ces arguments nous ont poussés a approfondir notre étude sur la connexine 43
(immunofluorescence, cytométrie) et a poser I'hypothése qu’elle est la connexine
responsable du rble des jonctions gap dans l'agrégation des MCF7, bien qu’il ne faille pas
exclure la possible contribution des autres connexines. On sait aussi qu’il est possible que
des jonctions gap soient composées de connexines différentes (jonctions hétérotypiques),
comme 'ont démontré les travaux de Lin et al. (2014) avec les connexines 40 et 43 par
exemple.

Nous avons d’ailleurs réalisé des expériences préliminaires pour tenter d’inhiber
spécifiguement la connexine 43 lors de I'agrégation des MCF7. Nous avons notamment
établi une lignée MCF7 exprimant de maniere inductible un shRNA ciblant la connexine 43
mais nous avons obtenu une efficacité d’expression trop faible et une trop grande

hétérogénéité d’expression entre les cellules. Si la connexine 43 est exprimée a la membrane
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des cellules MCF7 il n’a pas été possible de conclure quant a son implication directe dans

I’agrégation a travers son role dans les jonctions gap.

Les résultats obtenus nous ont montré que l'inhibition des jonctions gap est responsable
d’une inhibition partielle de I'agrégation des cellules MCF7. Nous ne sommes pas en mesure
de dire que le role des jonctions gap est médié par leur propriété adhésive ou leur fonction
de canal intercellulaire ou bien les deux. Les travaux de Lin et al. ont montré que |'expression
de la connexine Cx43 permet d’augmenter I'adhésion de cellules de gliome entre elles, et
gue seule la fonction adhésive est nécessaire, on peut penser qu’il en est de méme pour les
cellules MCF7 lors de I'essai d’agrégation. Néanmoins compte tenu du réle prépondérant de
la E-cadhérine on peut se demander si l'inhibition seule des jonctions gap peut autant
réduire les capacités adhésives des cellules, leur fonction canal pourrait également étre
impliquée. A notre connaissance il ny a pas d’éléments bibliographiques démontrant
clairement que la fonction canal puisse par elle-méme contribuer a I'agrégation cellulaire.
Les jonctions gap et les connexines jouent un role dans de nombreux mécanismes
permettant de communications et la « synchronisation » de cellules entre elles grace a leur
fonction canal: lors de I'embryogenése (Levin et Mercola, 1998; Warner et al., 1984), le
couplage électrique de cellules neuronales (Pereda et al., 2013; Shimizu et Stopfer, 2013) ou
de cellules contractiles dans le myocarde (Palatinus et al., 2012; Simon et al., 1998), ainsi que
I'effet bystander : utilisé lors du traitement de cellules tumorales par chimiothérapie (ou
radiothérapie) il est responsable notamment de la transmission de signaux provoquant la
mort cellulaire (Andrade-Rozental et al., 2000; Jiang et al., 2017; Yamasaki et Katoh, 1988).
En ajoutant a cela la capacité des jonctions gap d’échanger des seconds messagers tels que
cAMP, cGMP, IP3, Ca2+ qui participent a la régulation de nombreuses voies de signalisation
mais également des molécules telles que I’ATP (Aasen et al., 2016). Il est possible que cette
communication et cet échange de molécules contribuent aux propriétés d’agrégation des

cellules MCF7 et ce durant les phases précoces plus particulierement.

On observe que l'inhibition des jonctions gap ne fait que « ralentir » I'agrégation des cellules
sans bloquer durablement I’agrégation des cellules, ce retard ou cette inhibition temporaire

pourrait étre la cause d’une diminution de communication des cellules entre elles. Les
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cellules parviennent peut étre a compenser car l'inhibition des jonctions n’est pas totale

mais aussi grace aux autres protéines d’adhésion, la E-cadhérine notamment.

Dans la littérature plusieurs travaux démontrent le réle des jonctions adhérentes et
notamment de la E-cadhérine dans la formation et la fonctionnalité des jonctions gap a la
membrane (Chakraborty et al., 2010; Jongen et al., 1991; Kanno et al., 1984; Matsuzaki et
al., 1990; Mege et al.,, 1988; Musil et al., 1990). Les résultats de Saias et al. et nos
expériences complémentaires mettent en évidence le role trés précoce également de la E-
cadhérine dans I'agrégation des cellules MCF7 (entre 1 et 2 heures également) ainsi qu’une
présence a la membrane dés le temps initial de I'essai d’agrégation (voir plus loin). Cette
protéine joue un role majeur du début a la fin de I'agrégation au vu de I'effet de son
anticorps bloguant qui inhibe trés fortement (mais pas totalement) I'agrégation des cellules
MCF7 de maniere durable. Ces données semblent confirmer I’hypothése que la E-cadhérine
contribue a I'agrégation des cellules par son role dans la formation des jonctions adhérentes,
mais aussi en permettant la formation des jonctions gap aux stades précoces de I’agrégation.
Pour tenter de confirmer cette hypothése nous avons traité les cellules avec la combinaison
anticorps bloquant anti E-cadhérine et inhibiteur de jonctions gap. Il n’y a pas d’inhibition
supplémentaire de l'agrégation comparé a l'inhibition seule de la E-cadhérine ce qui
implique qu'il y a des mécanismes en commun de I'agrégation mis en jeu qui vont dans le
sens de notre hypothése. Pour la valider il faudrait vérifier notamment par
immunofluorescence si I'anticorps bloquant empéche bien la formation de jonction gap a la
membrane ou encore a l'aide de I'essai de transfert de calcéine lors de I'agrégation (bien
gue la forte inhibition de I'agrégation gqu’il induit par lui-méme risque directement d’inhiber
le transfert de calcéine). Méme si la E-cadhérine n’est pas directement impliquée dans la
formation des jonctions gap, I'anticorps bloquant a pour effet de limiter I'adhésion des
cellules entre elles. Or on sait que les jonctions gap ont besoin que les membranes des deux
cellules impliquées soient trés proches ce qui pourrait indirectement étre impacté par

I’anticorps bloquant.

Le role des jonctions gap, déterminé en les inhibant, est peut-étre limité par la

compensation de cette inhibition par la E-cadhérine ou peut-étre tout simplement a cause
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d’un réle d’accompagnement dédié a permettre la communication des cellules entre elles
afin d’optimiser I'agrégation des cellules par la E-cadhérine et potentiellement d’autres
molécules. Malgré le réle prépondérant que semble avoir la E-cadhérine sur I'agrégation des
MCF7, linhibition des jonctions gap a tout de méme un impact significatif sur le
comportement des cellules. Certaines données bibliographiques proposent que les jonctions
gap contribuent elles aussi a la formation de jonctions adhérentes dans une sorte de cross-
talk entre les deux types de jonctions (Meyer et al., 1992; Xu et al., 2008; Yu et al., 2012).
L'inhibition des jonctions gap pourrait, en plus du role propre des jonctions gap dans

I’agrégation, perturber la formation de jonctions adhérentes composées de E-cadhérine.

Nous avons démontré le réle des jonctions gap dans |'agrégation en conditions ancrage-
indépendantes des cellules tumorales mammaires MCF7 et ouvert de nombreuses questions
(connexines impliquées, fonction adhésive et/ou communicantes mises en jeu, lien avec les
autres jonctions) pour mieux comprendre comment elles contribuent a ce phénoméne pour

cette lignée cellulaire.

Dans une revue consacrée au role de la connexine 43 au cours de la progression du cancer
mammaire, Grek et al. (2016), s"appuyant sur de nombreuses références bibliographiques, il
est décrit un modele de la modulation de I'expression de la connexine 43 durant la
progression tumorale du cancer mammaire. Dans ce modele les cellules tumorales perdent
I’expression des connexines et la présence de jonctions gap fonctionnelles entre elles
lorsqu’elles quittent la tumeur primaire et deviennent métastatiques pour ensuite ré-
exprimer ces connexines au moment d’envahir un nouveau tissu afin de pouvoir interagir
avec les cellules environnantes et former une nouvelle masse tumorale dans ce tissu. Cette
hypothése soutenue par plusieurs travaux (Q. Chen et al., 2016, p. 20; Lin et al., 2002), ou les
cellules métastatiques interagissent avec les cellules du site métastatique. L’origine

métastatique (épanchement pleural) des cellules MCF7 serait en accord avec ce modéle.

Il serait intéressant d'examiner si I'on peut étendre ce role des jonctions dans |’'agrégation a
d’autres lignées tumorales, ce que nous avons commencé a explorer pour la lignée tumorale
mammaire T47D (Figure 41), ces résultats préliminaires suggerent que ces cellules
expriment la connexine 43 a la membrane (Figure 41A) et que les jonctions gap seraient

impliquées dans |'agrégation (Figure 41B, 41C). On pourrait aussi examiner s’il y a des
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différences de capacité d’agrégation en fonction de leur niveau d’expression de connexine.
Par exemple les cellules Hs578T expriment fortement la connexine 43 (Jiang et al., 2017)
contrairement aux cellules MDAMB231 qui sont déficientes (McLachlan et al., 2007, 2006).
Dans ce méme article I'induction de I'expression de Cx26 et Cx43 dans ces cellules favorise la
compaction des MDAMB231 en culture tridimensionnelle. Il existe également des molécules
qui augmentent I'activité des jonctions gap comme par exemple I'acide rétinoique (Jiang et
al.,, 2017) ou la molécule PQ1 (Bigelow et Nguyen, 2014). Nous avons testé cette derniére
molécule sur la lignée MCF7 afin de voir si cela pouvait augmenter leur potentiel
d’agrégation mais nous avons observé un effet cytotoxique qui n'a pas permis de conclure.
Ce type d'études pourrait permettre de mieux comprendre le lien entre jonctions gap et
agrégation en contexte ancrage-indépendant dans différents contextes cellulaires,
notamment avec des cellules représentants les différents stades de progression tumorale du

cancer mammaire (ou d’autres types de cancers).
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Figure 41:

(A) Caractérisation de la localisation de Cx43 dans les cellules T47D. Expression de Cx43 =
vert, marquage nucléaire au DAPI = bleu. Plaques de connexine a la membrane indiquées
par les fleches blanches. Grossissement: 40X, barre d’échelle: 20 um.

(B) Agrégation des cellules T47D au cours du temps. Condition contréle et traitement au
Méclofenamate (300uM). Images prises en lumiére transmise, grossissement : 10X.

(C) Courbes d’agrégation des cellules T47D. Condition contréle (ronds blancs) et traitement
au Méclofenamate (300uM, carrés gris). Moyenne +/- SD, n=nombre de réplicas, une seule
expérience.
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2) Implication de la P-cadhérine (et de la E-cadhérine) au cours de

I’agrégation des lignées HCT116 et MCF7

Usui et al.,, en 2014, ont décrit le role de la P-cadhérine dans la formation d’agrégats
multicellulaires dans le péritoine de patientes atteintes de cancer épithélial ovarien,
permettant aux cellules tumorales de résister a I'anoikis. Ces conditions ou des agrégats
flottants se forment spontanément au cours de la progression tumorale se rapprochent de
nos conditions expérimentales lors de I'essai d’agrégation ancrage-indépendant. Nous avons
donc voulu examiner si la P-cadhérine était également impliquée dans I'agrégation des

lignées HCT116 et MCF7.

a) Expression de la E-cadhérine et de la P-cadhérine au cours de I’agrégation des HCT116 et

des MCF7

Dans un premier temps nous avons vérifié que la P-cadhérine était bien exprimée a la
surface des cellules au cours de I'essai. Au niveau expérimental, nous avons collecté des
agrégats des deux lignées aux temps 0 et 5h (TO et T5 respectivement) de I'agrégation et
dissocié les cellules pour observer la présence de P et E-cadhérine a la membrane par
cytométrie de flux sans fixation des cellules. Nous avons utilisé des anticorps primaires
spécifiques qui reconnaissent une zone extracellulaire de la protéine (clone HECD-1 pour la

E-cadhérine, NCC-CAD-299 pour la P-cadhérine).

Les résultats obtenus pour la lignée HCT116 montrent une expression membranaire des
deux cadhérines aussi bien a TO qu’a T5 au vu de l'intensité de marquage/fluorescence des
pics comparée au contréle (Figure 42A). Il y a par contre une différence entre la P et la E-
cadhérine en termes d’intensité de marquage et de proportion de cellules positives qui est
conservé aux deux temps analysés. L'intensité de marquage (quantifiée par l'intensité de
fluorescence du pic) est plus importante pour la P-cadhérine que pour la E-cadhérine et
cette intensité de marquage augmente entre TO et T5 pour les deux protéines, entre TO et T5
on observe une augmentation d’un facteur 2,5 pour le marquage de la P-cadhérine et une
augmentation d’un facteur 2,88 pour le marquage de la E-cadhérine. De méme la
proportion de cellules positives est plus importante pour la P-cadhérine que pour la E-
cadhérine aux deux temps. Cependant entre TO et T5 seule la proportion de cellules E-

cadhérine positive augmente, les cellules étant déja quasiment toutes P-cadhérine positives
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Alexa 488 Alexa 488
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3g 33
0103 1 II\II:I0I4 T IIIIII'IIDI5 1 I””:IDG 0103 T I““::; T Illlll1lul T IIIH::36
Alexa 488 Alexa 488
B
. . HCT116 MCF7
Données cytométrie de flux
TO T5 TO T5
.. . |CT(ACllseul) 5010 5010 5755 5755
Intensité pic .
P-cadhérine 48980 | 125890 | 28840 34670
fluorescence
E-cadhérine 12020 | 34670 | 181970 | 316230
Cellules P-cadhérine positives (%) | 98,7 98,9 86,5 88,9
Cellules E-cadhérine positives (%) 52,2 81,55 90,2 99,75

Figure 42: Analyse de l'expression _membranaire de la P et E-cadhérine au cours de
I'agrégation des cellules HCT116 et MCF7 par cytométrie de flux

(A) Histogrammes de répartition représentant |’expression membranaire de la P- et E-
cadhérine (rouge et bleu respectivement) par rapport au contrdole (noir) par les cellules non
fixées HCT116 (haut) et MCF7 (bas) issues d’agrégats récupérés a TO (Oh, orange) ou T5 (5h,
violet). Le seuil de positivité est représenté par le trait vertical rouge.

(B) Tableau récapitulatif des données obtenues a partir de (A): intensité du pic de
fluorescence pour chaque marquage réalisé, pourcentage de cellules P ou E-cadhérine
positives.

Données issues d’une seule expérience pour chaque lignée et condition.
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des TO (99% de cellules P-cadhérine positives a TO et T5, 52,2% de cellules E-cadhérine
positives a TO, 81,55% a T5) (Figure 42B).

Les cellules MCF7 expriment également les deux cadhérines a la membrane aux temps TO et
T5 mais ont un profil différent des HCT116: I'intensité de marquage de la E-cadhérine est
supérieure a celle de la P-cadhérine aux deux temps observés. Cette intensité augmente
légérement entre TO et T5 pour le marquage des deux cadhérines: on reléve une
augmentation d’un facteur 1,2 pour le marquage de la P-cadhérine et une augmentation
d’un facteur 1,75 pour le marquage de la E-cadhérine. Il en est de méme pour le
pourcentage de cellules positives, il augmente peu pour les deux protéines entre TO et T5, de
86,5% a 88,9% pour la P-cadhérine et de 90,2% a 99,75% pour E-cadhérine (pour des raisons
expérimentales il y a trés peu de cellules pour la condition MCF7 TO et le marquage E-
cadhérine, cette condition encore plus que les autres nécessiterait d’étre répétée plusieurs

pour confirmer les valeurs obtenues)

On peut conclure que les lignées HCT116 et MCF7 expriment la P et la E-cadhérine a la
surface membranaire dés le début de I’agrégation (T0). Il est intéressant de relever que le
rapport d’intensité de marquage pour chaque cadhérine est inversé entre les deux lignées
(P-cadhérine > E-cadhérine pour HCT116, E-cadhérine > P-cadhérine pour MCF7), bien que
la technique de cytométrie ne soit pas décrite comme une approche quantitative.

On remarque aussi que lors des 5 premiéres heures de I'agrégation (ou la plus grande
partie du processus a lieu pour ces lignées) I'intensité du marquage membranaire pour les
deux cadhérines augmente avec plus ou moins d’amplitude et que la proportion de
cellules positives pour 'une ou l'autre des cadhérines augmente (surtout visible pour les
HCT116). Cela pourrait s’expliquer par un recrutement des cadhérines a la membrane au

cours de I’'agrégation des cellules entre elles au cours de ces 5 heures.

Remarque : Bien que ces résultats soient issus d’une seule expérience pour chaque lignée et
condition et ne nous permettent pas d’approfondir I'analyse ils fournissent des éléments de
discussion intéressant sur la dynamique des cadhérines a la membrane lors de I'agrégation

des cellules.
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b) Effet d’anticorps bloguants dirigés contre la P-cadhérine et la E-cadhérine, seuls ou en

combinaison, au cours de I’essai d’agrégation

Apres avoir montré la présence de P-cadhérine a la surface des cellules HCT116 et MCF7 au
cours de I'agrégation nous avons examiné si un anticorps bloquant de la P-cadhérine (le
méme que celui utilisé pour la cytométrie : clone NCC-CAD-299) avait un impact sur

I’agrégation de ces lignées.

Nous avons précédemment montré |'effet de I'anticorps bloquant de la E-cadhérine (clone
HECD-1) sur les cellules MCF7 et HCT116 et son effet additif avec I'inhibition des protéines
desmosomales (Saias et al., 2015). Nous avons donc utilisé cet anticorps comme controle et

en combinaison avec celui dirigé contre la P-cadhérine.

Pour la lignée MCF7 on peut voir que I'anticorps bloquant la P-cadhérine n’a aucun effet sur
I’agrégation des cellules contrairement a I'anticorps anti E-cadhérine (Figure 43A et 43B), les
cellules agrégent de maniére identique au contréle (pas de traitement) et a la condition
anticorps non-relevant (anticorps reconnaissant une cible cytoplasmique et utilisé a la méme
concentration). De maniére logique la combinaison des deux anticorps bloquants a un effet
identique a celle de I'anticorps anti E-cadhérine seul, ces résultats sont visibles aussi bien sur
les courbes d’agrégation (Figure 43A) que sur les galeries d’'images associées (Figure 43B).
Afin de vérifier que cette absence d’effet n’était pas due a I'anticorps lui-méme nous avons
utilisé un deuxiéme anticorps bloquant de la P-cadhérine (clone 6A9). La encore, on
n‘observe pas d’effet de l'inhibition de I’établissement de jonctions P-cadhérine sur

I’agrégation des cellules MCF7 (Figure 44A et 44B).

Concernant la lignée HCT116 on observe que I'anticorps P-cadhérine (clone NCC-CAD-299)
inhibe fortement I’agrégation des cellules (Figure 45A et 45B) dés les premiéeres heures puis
tout au long de I'essai et de maniere comparable a I’anticorps anti E-cadhérine (clone HECD-
1) avec une agrégation inhibée d’environ 50% (aire normalisée=0,40 pour le contréle et 0,76
avec l'anticorps anti P-cadhérine, voir tableau Figure 45A). Cependant |'effet inhibiteur
apparait de facon plus rapide avec I'anticorps anti P-cadhérine, en effet on observe une
différence significative dés 2h par rapport au contréle (t-test et Welch’s correction,

p=0,0018) contrairement a I'anticorps anti E-cadhérine (Mann-Whitney test, p=0,1337).
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Figure 43 : Effet des anticorps bloguants anti P- et E-cadhérine sur I'agrégation des MCF7

(A) Courbes d’agrégation des cellules MCF7 pour les différentes conditions indiquées,
I’anticorps non-relevant est un anticorps dirigé contre une cible intracellulaire. Moyenne +/-
SD, n=nombre de réplicas, une seule expérience.

(B) Galeries d’images des cellules MCF7 au cours de |'agrégation pour les différentes
conditions testées aux temps 0, 2, 5, 10, 20h, qui ont permis I'obtention des courbes en (A).
Images prises en lumiére transmise au grossissement 10X.
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Figure 44: Effet d’'un second anticorps bloguant anti P-cadhérine (clone 6A9) sur
I'agrégation des MCF7

(A) Courbes d’agrégation des cellules MCF7 pour les différentes conditions indiquées,
I’anticorps non-relevant est un anticorps dirigé contre une cible intracellulaire. Moyenne +/-
SD, n=nombre de réplicas, une seule expérience.

(B) Galeries d’images des cellules MCF7 au cours de |'agrégation pour les différentes
conditions testées aux temps 0, 2, 5, 10, 20h, qui ont permis |'obtention des courbes en (A).
Images prises en lumiére transmise au grossissement 10X.

Remarque : les résultats de la Figure 43 sont repris dans la revue en Annexe S4 :
«Anchorage-Independent Tumor Cells Clustering and Implication in Metastatic
Dissemination» publiée dans Cancer Therapy & Oncology International Journal.

101




Apres 5h I'inhibition est significative pour les deux anticorps par rapport au controle (t-test,
p<0,0001 pour les deux anticorps) mais I'inhibition est supérieure avec I'anticorps anti P-
cadhérine comparée a l'anticorps anti E-cadhérine de maniére significative (t-test,

p<0,0001), cela est également valable a 10h (t-test, p=0,0002) et 20h (t-test, p=0,0007).

On note une légére augmentation de |'aire des cellules traitées avec I'anticorps anti P-
cadhérine a partir de 8h (Figure 45A).

La combinaison des deux anticorps ne provoque pas d’inhibition supplémentaire de
I’agrégation comparée a I'anticorps anti P-cadhérine seul (Figure 45A et 45B). On observe
cependant que I'augmentation de I'aire déja observée pour I'anticorps anti P-cadhérine seul

a partir de 8h semble renforcée.

Nous avons également testé le deuxiéme anticorps bloquant de la P-cadhérine (clone 6A9)
sur les cellules HCT116 (Figure 46A). Au début de I'essai on observe un effet inhibiteur
proche de celui obtenu avec le premier anticorps, puis entre 5h et 10h I'aire commence a
augmenter (on passe de 0,81 a 0,87) et ce jusqu’a 20h (1,04) alors que l'aire des deux
contrbles (non traité et anticorps non-relevant) continue de diminuer puis atteint un
plateau. Ce résultat ne peut pas s’expliquer par une erreur de segmentation et de détection
des contours des agrégats ni par une « désagrégation » des cellules comme on peut le voir
Figure 46B, les cellules restent autant compactées qu’au temps précédent mais |'aire
gu’elles occupent semble augmenter en cohérence avec la courbe d’agrégation et avec ces
mémes images agrandies (Figure 47). Il faudrait répéter cette expérience pour confirmer ces

observations et leur reproductibilité.

Si on observe les agrégats en condition controle et en présence de l'anticorps anti P-
cadhérine (clone 6A9) au bout de 4 jours (Figure 48) on remarque que l'effet inhibiteur de
I'agrégation de cet anticorps est maintenu au cours du temps, en condition contrdle on
obtient un agrégat trés compact et sphérique alors qu’avec l'anticorps l'agrégat est
beaucoup moins structuré, les cellules sont étalées et forment une structure quasiment

monocouche.
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Figure 45: Effet des anticorps bloquants P- et E-cadhérine sur I’agrégation des HCT116

(A) Courbes d’agrégation des cellules HCT116 pour les différentes conditions indiquées,
I’anticorps non-relevant est un anticorps dirigé contre une cible intracellulaire. Moyenne +/-
SD, n=nombre de réplicas, N=nombre d’expériences indépendantes. En supplément, un
tableau des valeurs d’aire normalisée issues des courbes d’agrégation (moyenne +/- SD) a 2,
5, 10, 20h pour chaque condition.

(B) Galeries d’images des cellules HCT116 au cours de l'agrégation pour les différentes
conditions testées aux temps 0, 2, 5, 10, 20h, qui ont permis I'obtention des courbes en (A).
Images prises en lumiére transmise au grossissement 10X.
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Figure 46: Effet d’un second anticorps bloguant anti P-cadhérine (clone 6A9) sur I'agrégation
des HCT116

(A) Haut: courbes d’agrégation des cellules HCT116 pour les différentes conditions
indiquées, I'anticorps non-relevant est un anticorps dirigé contre une cible intracellulaire.
Moyenne +/- SD, n=nombre de réplicas, une seule expérience. Bas : tableau récapitulatif des
valeurs d’aire normalisée de la figure (A) (moyenne +/- SD) a 2, 5, 10, 20h pour les
différentes conditions.

(B) Galeries d’images des cellules HCT116 au cours de I'agrégation pour les différentes
conditions testées aux temps 0, 2, 5, 10, 20h, qui ont permis I'obtention des courbes en (A).
Images prises en lumiére transmise au grossissement 10X.
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Pour la lignée MCF7, bien que les deux protéines E-cadhérine et P-cadhérine soient
présentes a la surface de ces cellules on peut conclure que la P-cadhérine ne semble pas

participer a la formation de jonctions adhérentes.

Au contraire, les jonctions P-cadhérine dépendantes sont impliquées dans I’agrégation des
cellules HCT116, puisque l'inhibition est supérieure a celle obtenue en bloquant les
jonctions E-cadhérine dépendantes, et cette inhibition est maintenue au cours du temps
(plusieurs jours). Cependant si chaque cadhérine a un rdle essentiel dans I'agrégation des
HCT116 on n’obtient pas d’effet inhibiteur supplémentaire / additif en bloquant

simultanément les deux types de cadhérine.

De plus et de maniére inattendue il semblerait les anticorps bloquants anti P-cadhérine, et
plus particulierement le second clone (6A9), provoquent une augmentation visible de I'aire
occupée par les cellules HCT116 au cours de I’agrégation (dés 8h) sans que I'on puisse en

déterminer la ou les causes sans la réalisation d'expériences complémentaires.
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Figure 47 : Effet du second anticorps bloguant anti P-cadhérine (clone 6A9) sur |'agrégation
des cellules HCT116

Images d’un agrégat en condition contrble ou traité avec anticorps (2uL/ml) au début de
I'essai d’agrégation et au bout de 20h. Images prises en lumiére transmise au grossissement
10X. Echelle : 100um.

Control Ac anti P-cadh (clone 6A9)

Figure 48 : Effet du second anticorps bloguant anti P-cadhérine (clone 6A9) sur |'agrégation
des cellules HCT116 a plus long terme (4 jours)

Agrégats HCT116 4 jours apres centrifugation en condition contrdle (a gauche) ou traité avec
I’anticorps (2uL/ml, a droite). Images prises en lumiére transmise, grossissement 10X,
échelle : 100um.

106




c) Discussion

Dans un premier temps les résultats obtenus par cytométrie en flux nous ont permis de
confirmer la présence de E- et P-cadhérine a la surface des cellules MCF7 et HCT116 dés le
début du processus d’agrégation (tout comme les jonctions gap), ce qui pourrait expliquer le
fait que les cellules commencent a agréger des le début de I'essai et se traduit par une

diminution directe de I'aire occupée par les cellules.

Si on analyse plus finement ces résultats on observe une augmentation de l'intensité du
signal pour la E- et P-cadhérine entre les temps O et 5 heures pour les deux lignées et
notamment pour les cellules HCT116. Une hypothése pouvant expliquer cette légere
augmentation serait un recrutement des deux protéines de jonction a la surface des cellules
au fur et a mesure de I'agrégation di aux contacts entre les cellules comme cela a déja été
décrit pour la E-cadhérine en culture monocouche (Adams et al., 1998; Charrasse et al.,
2013; Hong et al., 2010; Takeichi, 1991), (Figure 49) y compris pour les cellules HCT116 et
MCF7 (Guillaume et al., 2013). Cette augmentation est observée entre 0 et 5 heures soit la
période au cours de laquelle I'agrégation des deux lignées est la plus rapide. En effet plus les
cellules agregent plus la proportion de surface membranaire de chaque cellule en contact
avec d’autres cellules augmente en raison de la structuration en 3D induite par I'agrégation.
On peut supposer gu’au bout de 5 heures d’agrégation pour les deux lignées la grande
majorité des cellules voit toute sa surface membranaire en contact avec les cellules voisines
provoquant un recrutement de cadhérines a la membrane pour former des jonctions
adhérentes et permettant a |'agrégation de se poursuivre au cours du temps. Si cette
hypothése était confirmée, en reproduisant cette expérience de cytométrie mais également
en utilisant d’autres approches expérimentales (par exemple par fractionnement des
membranes cellulaires et quantification par Western-Blot de E- et P-cadhérine a 0 et 5
heures), il serait intéressant d’approfondir et d’étudier cette dynamique de recrutement au
cours de I'agrégation en réalisant une cinétique sur toute la durée du test. Cela permettrait

de déterminer si le recrutement se déroule uniquement durant les phases précoces de
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Figure 49 : Recrutement des cadhérines lors d’un contact cellule-cellule pour I'établissement
et la maturation des jonctions adhérentes

Dés les premiers contacts membranaires les cadhérines vont étre recrutées a la membrane
ce qui va permettre de stabiliser le rapprochement des membranes, la réorganisation du
cytosquelette d’actine et aussi le recrutement de cadhérines supplémentaires pour établir et
développer des jonctions adhérentes stables entre les deux cellules.

Figure adaptée de Baum et Georgiou, 2011; Collinet et Lecuit, 2013.
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I'agrégation ou s’il se poursuit plus longtemps et continue méme lorsque les cellules
atteignent un plateau et n’agrégent plus et ainsi de mieux caractériser le réle de ces
cadhérines durant les différentes phases de |’agrégation et/ou de compaction en conditions

ancrage-indépendantes.

Nous avons ensuite voulu déterminer si a cette expression de P-cadhérine a la membrane
s’ajoutait un réle de la P-cadhérine dans I'agrégation des cellules MCF7 et HCT116.

De maniére intéressante le blocage de la P-cadhérine n’inhibe pas I'agrégation des cellules
MCF7 contrairement a ce qui a été décrit pour la E-cadhérine et malgré le fait que la P-
cadhérine soit bien présente a la membrane de ces cellules.

On peut supposer que la E-cadhérine compense complétement I'absence de jonctions
médiées par la P-cadhérine, les résultats de cytométrie suggérant en effet une expression
plus élevée de la E-cadhérine que de la P-cadhérine a la surface des MCF7. De plus la
détection de la P-cadhérine a la membrane ne permet pas d’affirmer qu’elle est
fonctionnelle. Il a en effet été démontré sur des cellules tumorales d’origine colorectale
COLO205 qui exprime a sa surface une E-cadhérine normale mais rendue inactive par une
modification allostérique ce qui empéche I'agrégation de ces cellules (Aono et al., 1999;
Petrova et al., 2012). Une telle modification conformationnelle pourrait aussi empécher la
fonction bloquante des anticorps anti P-cadhérine testés bien qu’ils reconnaissent la
protéine comme le démontrent les résultats de cytométrie.

Il est également possible que la P-cadhérine ne participe pas a I'agrégation des MCF7 dans
nos conditions expérimentales. En effet, cette protéine a un role trés controversé dans la
bibliographie quant a son réle dans la progression tumorale selon le contexte et le modele
étudié. Elle est aussi bien décrite comme favorisant I'adhésion des cellules tumorales (Usui
et al., 2014) que comme participant a leur migration (Plutoni et al., 2016b; Vieira et al.,
2014; Vieira et Paredes, 2015), notamment concernant les cancers mammaires et les

modeles qui en sont issus (Albergaria et al., 2011).
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L'effet du blocage de la P-cadhérine a pour conséquence une forte inhibition de I’agrégation
des cellules HCT116 de maniere comparable au blocage de la E-cadhérine en termes
d’amplitude et de durée, et méme un peu plus précoce et importante. La P-cadhérine aurait
donc un role plus prépondérant que la E-cadhérine au cours de I'agrégation, en accord avec
I’expression plus élevée de P-cadhérine détectée a O et 5 heures durant I'agrégation par
cytométrie pour les cellules HCT116 (a l'inverse des MCF7). A TO environ la moitié des
cellules n’ont pas encore de E-cadhérine a la membrane, a 5 heures plus de 80% des cellules
sont E-cadhérine positives a la membrane mais cela reste inférieur a la P-cadhérine : la
quasi-totalité des cellules sont P-cadhérine positives des TO, cela pourrait expliquer pourquoi
la P-cadhérine a un role plus prépondérant que la E-cadhérine sur I'agrégation des HCT116.
Cependant, pour cette lignée cellulaire aucune des deux cadhérines ne peut compenser le
blocage de la deuxieme cadhérine, du moins complétement, puisque les cellules n’agrégent
gue partiellement dans les deux conditions. De ce fait on aurait pu s’attendre a ce que le
blocage simultané des deux cadhérines provoque un effet additif comme précédemment
observé avec l'inhibition combiné de la E-cadhérine et des desmosomes (Saias et al.).
L'absence d’un tel effet additif pourrait s’expliquer par la formation des jonctions
adhérentes E et P-cadhérines mixtes hétérophiliques lors de I'agrégation des HCT116 (Figure
50), comme précédemment décrit dans la bibliographie avec d’autres modeles (Duguay et
al., 2003; Foty et Steinberg, 1997). Pour vérifier cette hypothese il faudrait avoir recours a de
la microscopie de type super-résolution pour explorer a I'échelle de la protéine avec un
marquage différent pour chaque cadhérine.

Une autre hypothése serait qu’il y ait seulement des jonctions adhérentes homophiliques
spécifiguement E-cadhérines dépendantes et P-cadhérines dépendantes mais que la
présence d’un des deux types de jonction homophilique soit nécessaire pour que l'autre
puisse se former et ainsi participer a I'agrégation des cellules, sachant qu’elles utilisent les
mémes mécanismes et les mémes acteurs protéiques pour former des jonctions adhérentes.
Dans ce cas de figure on peut donc aussi se demander si la présence des anticorps bloquants
fixés spécifiquement sur une des deux cadhérines ne crée pas un encombrement stérique du

a leur taille qui empécherait aux jonctions médiées par la deuxieme cadhérine de se former.
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Figure 50: Hypothése du modele d’adhésion de |la E et P-cadhérine lors de 'agrégation des
HCT116

En tenant compte des résultats obtenus, il est possible que se forment des interactions
hétérophiliques entre E et P-cadhérine ce qui pourrait expliquer qu’il n’y ait pas de
compensation lorsque I'on bloque une seule cadhérine et I'absence d’effet additif lorsque
I'on bloque les deux cadhérines, on ne peut cependant pas exclure la présence d’interactions
homophiliques plus « classiques ».
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Le blocage de la P-cadhérine par les deux anticorps monoclonaux utilisés et notamment le
clone 6A9 provoque un effet surprenant sur I'agrégation des cellules : une ré-augmentation
de I'aire occupée par les cellules alors que jusqu’a présent les différentes conditions testées
n’ont provoqué qu’un ralentissement ou un blocage de la diminution de I'aire. On observe
cette tendance avec I'autre anticorps bloquant seul (NCC-CAD-299) et en combinaison avec
I'anticorps anti E-cadhérine (HECD-1). Cette augmentation d’aire est visible dés 8h
d’agrégation, et pourrait étre due a une stimulation de la prolifération des cellules comparée
a la condition contréle en réponse a la forte inhibition de |'agrégation provoquée par
I'anticorps bloquant. Comme cela a été dit précédemment il serait nécessaire de répéter
I'essai d’agrégation avec le clone 6A9 pour confirmer la reproductibilité de ces résultats. On
pourrait alors réaliser une dissociation des agrégats et un comptage du nombre de cellules
par agrégat a la fin de I'essai d’agrégation dans les deux conditions afin de vérifier cette
hypothése.

Petrova et al. ont réalisé des expériences prouvant qu’un anticorps monoclonal peut avoir
différents effets sur une cadhérine et notamment modifier son activité et sa conformation
(régulation allostérique) ce qui peut avoir des répercussions directes sur les protéines liées
aux domaines intracellulaires des cadhérines : une déphosphorylation de la caténine p120
dans leur modeéle, médié par des mécanismes de type « outside-in ».

L’interaction avec la E-cadhérine et la localisation cellulaire de cette caténine et de la beta-
caténine sont connues pour étre impliquées dans la prolifération cellulaire via des
régulations d’expression génique (Klezovitch et Vasioukhin, 2015). Les cadhérines régulent la
prolifération des cellules tumorales par l'inhibition de contact et grace a des interactions
directes ou indirectes avec les voies de signalisation des récepteurs de facteurs de croissance
notamment (Jeanes et al., 2008; Klezovitch et Vasioukhin, 2015) ou des régulateurs du cycle
cellulaire (Mueller et al., 2000; St Croix et al., 1998).

Cependant la plupart de ces résultats ont été obtenus pour la E-cadhérine, notamment les
travaux de St Croix et al. qui démontrent une augmentation de la prolifération des cellules
en réponse a un anticorps bloquant anti E-cadhérine en culture 3D. Si nous n’observons pas
cet effet lors du blocage de la E-cadhérine, ces mécanismes proposés dans la bibliographie

reposent principalement sur de la régulation transcriptionnelle. Ces éléments suggerent qu’il
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puisse y avoir une balance entre les phénoménes d’agrégation et de prolifération des
cellules tumorales dans un contexte ancrage-indépendant.

On trouve moins de travaux étudiant le lien entre la P-cadhérine et la prolifération des
cellules tumorales, certains proposent néanmoins des mécanismes semblables a ceux mis en
évidence pour la E-cadhérine (Bauer et al., 2014; C. C. Zhang et al., 2010).

Si cette augmentation de prolifération était confirmée, il serait extrémement intéressant
d’en identifier les acteurs car cela pourrait permettre de décrire des mécanismes de
régulation de la prolifération cellulaire trés rapides, transcriptionnels ou post-
transcriptionnels, médiés par le blocage de la P-cadhérine a la surface des cellules via un

anticorps monoclonal et jusqu’ici jamais décrits dans la bibliographie.

Dans le cadre de nos travaux, nous n’avons actuellement aucun élément prouvant que les
anticorps P-cadhérine (et E-cadhérine) que nous avons utilisé puissent avoir un effet sur la
prolifération des cellules, c’est uniguement une hypothése a explorer. Ceci ne n’est pas

I'unique hypothése envisageable pour justifier cette observation.

Par exemple cette augmentation de l'aire pourrait aussi étre due a une réorganisation en
trois dimensions (3D) de I'agrégat au cours de |'essai. En effet en passant d’une organisation
en monocouche a une structuration en agrégat les cellules s’organise en 3D (Figure 51), et
en observant uniquement l'aire occupée par les cellules nous ne pouvons pas suivre
I’évolution de « I'épaisseur » / « hauteur » de l'agrégat. Il est possible que les cellules
perdent de leur structuration en 3D pour plus « s’étaler » et revenir vers leur état de départ

car elles ne parviennent pas a agréger.

L'ensemble de ces résultats soulévent des questions et des hypothéses qu’il serait
intéressant d’explorer afin d’y répondre mais apportent aussi des informations importantes :
Lorsqu’elles sont impliquées, la P-cadhérine comme la E-cadhérine jouent un réle
prépondérant dans I'agrégation, des les stades précoces et tout au long du processus, et la
présence d’une protéine d’adhésion a la surface des cellules ne préjuge pas forcément de sa

participation a I'agrégation des cellules.
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Figure 51: Images de microscopie confocale lors de I'essai d’agrégation des HCT116

Images prises 1 heure (gauche) et 20 heures (droite) apres le début I'essai d’agrégation de la
lignée HCT116 qui a été génétiguement modifiée ici pour exprimer I’histone H2B couplée au
fluorophore mCherry sans que cela modifie les propriétés d’agrégation des cellules.

Ce type d’images, contrairement a celles acquises par vidéomicroscopie pour quantifier
I'essai d’agrégation, nous montre la structuration en 3D qui se produit au cours du temps et
de I'agrégation des cellules. A 1 heure on observe une monocouche cellulaire et a 20 heures
un agrégat organisé en plusieurs couches cellulaires, cette structuration se traduit par une
augmentation de la « hauteur » occupée par les cellules au fur et a mesure que l'aire
projetée occupée par les cellules diminue.
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D’une maniere plus globale I'ensemble de ces résultats nous démontre d’une part que
chaque lignée cellulaire tumorale a des propriétés d’agrégation (agrégation maximale et
rapidité d’agrégation notamment) en conditions ancrage-indépendantes différentes et
surtout d’une autre part que I'agrégation de ces lignées n’est pas exactement régulée par les
mémes acteurs, la P-cadhérine en est un exemple. Il serait trés intéressant d’étudier si la
nature des protéines impliquées dans |'agrégation d’une lignée cellulaire est directement

responsable des propriétés d’agrégation de cette lignée.

Nos précédents résultats nous ont permis d’identifier plusieurs acteurs de I'agrégation
cellulaire tumorale impliquées dans la formation des jonctions adhérentes (E et P-
cadhérine), des desmosomes (Saias et al., 2015) (Figure 52) et des jonctions gap, mais pas de
protéines appartenant a un autre grand type de jonction intercellulaire des cellules
épithéliales, les jonctions serrées (Figure 52). lls ne nous ont pas non plus permis d’identifier
de protéines intracellulaires dites « intermédiaires » qui font le lien entre les protéines

transmembranaires et le cytosquelette telle que la plakoglobine (Figure 52).

Nous avons donc décider d’orienter nos travaux vers l'identification de nouveaux régulateurs
de l'agrégation parmi les protéines appartenant aux jonctions serrées et les protéines
intracellulaires intermédiaires de jonctions intercellulaires notamment depuis la mise en
évidence du role d’'une de ces protéines dans la formation de clusters de cellules tumorales

circulantes mammaires (Aceto et al., 2014).

Afin d’identifier les acteurs potentiels de I'agrégation des cellules HCT116 et MCF7 nous
avons recherché les niveaux d’expression de protéines candidates en utilisant la base de
données CellMiner (Reinhold et al., 2012). Cette ressource permet d’accéder au niveau
d’expression transcriptomique d’un trés grand nombre de protéines sur le panel de lignées
cellulaires tumorales NCI60 auquel appartiennent les cellules MCF7 et HCT116 (Figure 53A).
Ce résultat nous a conduits a choisir des protéines transmembranaires et des protéines
intracellulaires appartenant aux trois types de jonctions et dont le Z-score de '’ARNm est
positif dans les deux lignées modeles pour les invalider par interférence a I’ARN (siRNA)

(Figure 53B).
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Figure 52: Composition des 3 grands types de jonctions intercellulaires épithéliales

Parmi les différentes protéines qui constituent ces jonctions sont indiquées les protéines
dont on sait qu’elles contribuent a I'agrégation des cellules HCT116 et MCF7 (en vert) et
celles dont nous avons décidé d’étudier I'implication dans ce processus (en rouge).
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Figure 53:

(A) Z-scores du niveau d’ARNm de E-cadhérine de lignées tumorales NCI-60

La valeur du z-score* de chaque lignée est indiquée sur le tableau de gauche, ces valeurs
sont reportées sur la représentation graphique de droite, chaque couleur correspondant a
I'origine de la lignée tumorale (BR : sein, CNS : systéme nerveux central, CO : colorectal),
CDH1=E-cadhérine.

(B) Liste des protéines de jonctions cellule-cellule sélectionnées pour étre invalidées par
siRNA selon leur réle et leur Z-score du niveau d’ARNm pour les lignées MCF7 et HCT116

* Formule du Z-score: Z=(x-u)/o

x = Niveau d’expression de I’ARNm encodant une protéine pour une lignée donnée
K = Moyenne d’expression de cet ARNm pour toutes les lignées

o = déviation standard autour de la moyenne u

Le niveau d’expression est exprimé sous la forme d’un Z-score, ce qui signifie que c’est une
guantification relative, cela permet de comparer les lignées entre elles pour I'expression
transcriptomique d’une protéine donnée. On remarque ainsi que pour la E-cadhérine le
niveau d’expression peut varier de maniére trés importante en fonction de la lignée
cellulaire tumorale considérée.
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Pour analyser et interpréter I'effet de l'invalidation siRNA sur ces protéines nous avons
également testé I'invalidation de la E-cadhérine dont on sait que le blocage par un anticorps
inhibe fortement I'agrégation des deux lignées. Pour la lignée MCF7 (Figure 54A, 54B) on
observe un effet inhibiteur mais uniguement au cours des premiéres heures. La transfection
du siEcad (siRNA ciblant la E-cadhérine) ralentit seulement I'agrégation des cellules. L’effet
se dissipe jusqu’a rejoindre les courbes des conditions controle vers 10h (Figure 54B). Pour
la lignée HCT116 la transfection du siEcad n’a aucun effet sur I'agrégation des cellules. En
conclusion, l'invalidation de I'expression de la E-cadhérine par siRNA est beaucoup moins
efficace pour inhiber I'agrégation des cellules que I'anticorps bloquant anti E-cadhérine. Ces
résultats nous ont amené a vérifier |'effet de I'invalidation siRNA sur le niveau d’ARNm total
(par RTqPCR) et sur le niveau d’expression protéique a la membrane de la E-cadhérine. Au
moment de réaliser I'essai d’agrégation on observe une inhibition de prés de 75% pour les
MCF7 contre seulement 50% pour les HCT116 (transfection effectuée 72h avant I'essai
d’agrégation). Concernant le niveau d’expression protéiqgue membranaire de la E-cadhérine
pour les deux lignées les résultats confirment ceux obtenus par RTgPCR, on obtient une
invalidation partielle avec la transfection du siEcad et également hétérogene : I'intensité du
marquage pour la E-cadhérine diminue fortement pour toutes les cellules mais de maniere
variable, une partie des cellules est E-cadhérine négative et I'autre partie est toujours E-
cadhérine positive. On en conclut que la transfection par siRNA ciblant la E-cadhérine
provoque une inhibition importante mais pas totale de I'expression de la E-cadhérine.
Toutes les cellules ne sont pas transfectées avec la méme efficacité et l'inhibition de

I’expression de la E-cadhérine n’atteint pas 100%.

Nous avons ensuite testé I'effet de I'invalidation des 6 protéines de jonction sélectionnées
selon les critéres présentés plus tot. Pour aucune de ces protéines nous n’avons pu mettre
en évidence un effet de l'invalidation de leur expression sur le processus d’agrégation des
cellules, aussi bien pour les MCF7 que pour les HCT116. Il aurait été intéressant d’analyser
par RTgPCR le niveau d’efficacité d’invalidation par les siRNA pour chacune de ces protéines
comme nous l’avons fait pour la E-cadhérine. On peut supposer que la aussi nous aurions

observé une inhibition partielle de I'expression de ces protéines.
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Figure 54: Effet de la downrequlation de la E-cadhérine par siRNA sur I'agrégation des MCF7

(A) Courbes d’agrégation des cellules MCF7 pour les différentes conditions indiquées.
Moyenne +/- SD, N=nombre d’expériences indépendantes, n=nombre de réplicas.

(B) Galeries d’images des cellules MCF7 au cours de l'agrégation pour les différentes
conditions testées aux temps 0, 2, 5, 10, 20h, qui ont permis I'obtention des courbes en (A).
Images prises en lumiére transmise au grossissement 10X.

Remarque : ces résultats sont repris dans la revue en Annexe S4 : «Anchorage-Independent
Tumor Cells Clustering and Implication in Metastatic Dissemination» publiée dans Cancer
Therapy & Oncology International Journal.
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Nous n’avons donc pas pu mettre en évidence par invalidation siRNA le réle d'autres
protéines de jonctions intercellulaires dans I'agrégation des MCF7 et HCT116. L'inhibition de
la E-cadhérine, probablement une des principales responsables de |'agrégation de ces
cellules (notamment pour les MCF7), ne donne qu’une inhibition partielle (MCF7) voir une
absence d’inhibition (HCT116) comparée a ce qu’on observe avec un anticorps bloquant.
Cela démontre que l'utilisation de siRNA n’est peut-étre pas la technique la plus adaptée
pour mettre en évidence un potentiel role de ces protéines de jonction dans I'agrégation
compte tenu de son efficacité partielle et de la possibilité des cellules de s’adapter et de
compenser cette invalidation connaissant la large quantité de protéines participant aux

jonctions cellule-cellule (Figure 53).

Nos résultats montrent une efficacité moins importante de l'invalidation par siRNA sur
I'inhibition de I'agrégation des cellules MCF7 comparé a I’anticorps bloquant et une absence
d’effet sur les cellules HCT116. Cette différence d’effet entre les deux approches peut
s’expliquer par différentes hypothéses. Tout d’abord I'anticorps bloquant peut empécher les
E-cadhérines membranaires de former des jonctions adhérentes alors que l'invalidation par
siRNA inhibe partiellement la production de E-cadhérine. La quantité d’ARNm résiduelle
peut permettre la production d’une quantité suffisante de E-cadhérine pour I'agrégation des
cellules. Nos résultats de RTqPCR montrent que l'inhibition de I'expression de ’ARNm de la
E-cadhérine est globalement partielle. En paralléle, nos résultats de cytométrie de flux nous
indiquent que I'efficacité de I'invalidation est variable, puisque les cellules transfectées ont
des niveaux d’expression tres hétérogenes. Cette variabilité doit également jouer sur |'effet
de l'invalidation de la E-cadhérine sur |'agrégation des cellules. On peut également émettre
I’hypothese que pour compenser la diminution du niveau de E-cadhérine les cellules
augmentent I'expression d’autres protéines de jonction impliquées dans I'agrégation comme
les desmogléines et desmocollines pour les HCT116. Cette compensation est probablement
absente ou beaucoup moins efficace avec I'anticorps bloquant ajouté au moment de I'essai
d’agrégation puisque les cellules ont beaucoup moins de temps pour potentiellement
augmenter |'expression d’autres protéines contrairement a la transfection qui est effectuée
72h avant le début de I'essai. Cette durée de transfection n’est d’ailleurs peut-étre pas

optimale pour l'invalidation de ces protéines de jonctions il aurait été intéressant d’effectuer
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une cinétique d’extinction afin de déterminer la durée permettant d’avoir le meilleur effet

possible.

Nous avons démontré que la P-cadhérine participe a I'agrégation des cellules HCT116 ce qui
n’est pas le cas pour les cellules MCF7. Il est possible que la P-cadhérine puisse compenser

cette inhibition partielle de la E-cadhérine et explique I'absence d’effet sur I'agrégation.

Pour les MCF7, I'invalidation de la E-cadhérine provoque une agrégation ralentie, on peut
supposer que cela est di a la quantité de E-cadhérine disponible beaucoup moins
importante, mais un niveau d’agrégation final comparable au contréle est néanmoins

observé suggérant que d’autres protéines de jonctions ont également pu intervenir.

Les résultats obtenus a l'aide de cette approche d’invalidation par siRNA ne nous ont pas
permis d’identifier de nouveaux régulateurs de I'agrégation parmi les jonctions serrées et les
desmosomes. Cela peut signifier qu’aucune des protéines ciblées ne contribue a I'agrégation
des cellules HCT116 et MCF7. Les données bibliographiques attestent pourtant de la
présence de desmosomes et des jonctions serrées dans les cellules MCF7 (Gobert et
Schatten, 2000; Hatzfeld et al., 2003; Kominsky et al., 2003; Martin et al., 2010; Webb et al.,
2013) et HCT116 (Liang et al., 2015; Stewart et Nelson, 1997) en culture en monocouche.
Toutefois comme nous l'avons observé avec la P-cadhérine pour les cellules MCF7,
I’expression d’une de ces protéines a la membrane ne garantit pas qu’elle soit fonctionnelle

et/ou gu’elle ait un réle dans I'agrégation des cellules.

Compte tenu du réle prépondérant de la E et P-cadhérine sur I’agrégation, il est possible
gu’elles soient capables de compenser la downregulation d’une autre protéine induite par
un siRNA. Nous aurions pu tester I'invalidation des protéines que nous avons sélectionnées
au cours de I'agrégation en bloquant systématiquement la E-cadhérine (et/ou la P-cadhérine
pour les HCT116) avec un anticorps afin de déterminer si l'invalidation d’'une de ces
protéines provoque un effet additif et contribue a I'agrégation. De plus, différents travaux
rapportés dans la littérature mettent en évidence le role des jonctions adhérentes et plus
particulierement de la E-cadhérine dans I'établissement des desmosomes (Lewis et al., 1994;
Mege et al., 1988) et des jonctions serrées (Gumbiner et al., 1988; Gumbiner et Simons,
1986). On sait également que des cross-talks et des interactions existent entre des protéines

de deux types de jonctions différentes comme par exemple ZO-1 (jonction serrée) et I'alpha
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caténine (jonction adhérente) (Maiers et al., 2013) ou encore la plakoglobine (desmosome)
et les cadhérines (jonctions adhérentes) (Hatzfeld et al., 2003). Ces données renforcent
I'idée que ces trois types de jonctions sont trés connectées et qu’il peut étre difficile
d’identifier le réle d’'une d’elles sans affecter les autres selon le modele et I'approche

expérimentale utilisés (sans oublier les jonctions gap).

En conclusion I'approche d’invalidation par siRNA combinée a I'essai d’agrégation n’a pas
permis de mettre en évidence le role des protéines transmembranaires et cytoplasmiques
participant a la formation des jonctions serrées et des desmosomes sélectionnées. Les
raisons possibles sont nombreuses et assez spéculatives. Il faudrait de nombreuses
expériences supplémentaires pour vérifier les différentes hypothéses en raison de la
complexité et du nombre de mécanismes mis en jeu, sans méme prendre en compte la
variabilité entre les deux lignées cellulaires. Cela démontre aussi les limites de I'approche
candidate et la nécessité d’envisager d’autres approches expérimentales pour identifier de

nouveaux régulateurs de I'agrégation cellulaire tumorale.
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PARTIE 2/ CLASSIFICATION DE LIGNEES CELLULAIRES TUMORALES SELON
LEURS PROPRIETES  AGREGATIVES EN CONDITIONS  ANCRAGE
INDEPENDANTES

La deuxiéme partie de nos travaux a pour objectif la mise en place d’'une approche plus
globale permettant d’identifier de nouveaux régulateurs de I’agrégation cellulaire

tumorale en conditions ancrage-indépendantes.

A travers les travaux réalisés et précédemment décrits, ainsi que des collaborations avec
d’autres laboratoires, nous avons pu observer que chaque lignée cellulaire tumorale est
caractérisée par une amplitude et une vitesse d’agrégation (jusqu’a quel point les cellules
peuvent agréger et combien de temps est nécessaire pour atteindre ce maximum
d’agrégation) qui lui sont propres traduisant des capacités et une dynamique d’agrégation
différentes selon les lignées. Quelles sont les causes de ces différences de comportement
dans des conditions expérimentales identiques ? Peut-on les exploiter afin de mieux
comprendre les mécanismes impliqués ? Ces variations du potentiel d’agrégation peuvent-
elles étre attribuées a des différences d’expression de protéines identifiables ? L'exemple de
la lignée tumorale mammaire MDA-MB231 qui exprime trés faiblement la E-cadhérine et qui
agrége assez peu et lentement au contraire de la lignée MCF7 (Figure 55) suggére que des
différences d’expression de protéines impliquées dans le processus d’agrégation puissent

étre responsables de cette variation du potentiel d’agrégation entre lignées.

Nous formulons donc I’hypothése que des protéines (dont la E-cadhérine) pourraient étre
exprimées de fagon différentielle d’une lignée cellulaire tumorale a l'autre et que ces
variations pourraient étre responsables des différences de capacité d’agrégation entre
lignées cellulaires. Ces protéines auraient un impact direct sur I'agrégation (soit pro-, soit
anti-agrégatif) et permettrait d’identifier de nouveaux acteurs, qu'il conviendra de valider
expérimentalement. Ces acteurs pourraient aussi étre des biomarqueurs révélateurs du
profil plus ou moins agrégatif des cellules.

Les travaux d’Aceto et al. ont démontré le potentiel d'une telle approche, en effet en
comparant le profil d’expression transcriptomique des cellules tumorales circulantes seules

et des clusters (ou agrégats) de cellules tumorales circulantes ils ont notamment observé
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Figure 55: Différence de propriétés d’agrégation entre MDAMB231 (gauche) et MCF7

(droite)

Courbes d’agrégation des deux lignées traités avec un anticorps non-relevant a 2 pg/ml
(MDAMB231 : n=31, MCF7 : n=28) ou avec l'anticorps anti E-cadhérine HECD-1 a 1ug/ml
(MDAMB231 : n=33, MCF7 : n=26). Les valeurs sur les graphes correspondent aux moyennes
+/- SEM (erreur standard de la moyenne).

Figure issue de I'article de Saias et al, 2015 (Figure 3).
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qgue la plakoglobine était particulierement surexprimée par les cellules issues de clusters
comparé aux cellules isolées et ont ensuite démontré son réle crucial dans la formation de
ces clusters.

Ici nous avons voulu reprendre cette logique en utilisant comme point d'ancrage la
variabilité d’agrégation de différentes lignées cellulaires tumorales. Nous avons sélectionné
28 lignées provenant de cing origines tissulaires différentes, afin d’avoir une diversité
importante et ainsi tester si les capacités d’agrégation pourrait dépendre du tissu d'origine
des cellules tumorales. Ces lignées commercialement disponibles ont été établies a partir de
cellules provenant soit de la tumeur primaire soit d’un site métastatique, toujours dans un
souci de diversité et pour tester I'impact de ce parametre sur I'agrégation (Figure 56). Par
contre ces lignées proviennent toutes de cancers épithéliaux et pour lesquels la présence de
clusters de cellules tumorales circulantes a été mise en évidence dans la bibliographie :
cancer mammaire (Aceto et al., 2014, Paoletti et al., 2015), colorectal (J.-Y. Chen et al., 2016;
Zhang et al., 2017), ovarien (Lee et al., 2017; Usui et al., 2014), pulmonaire (Carlsson et al.,
2014; Hou et al., 2012; Mascalchi et al., 2016) et prostatique (Aceto et al., 2014; Cho et al.,
2012; Harryman et al., 2016).

Dans un premier temps notre objectif a été de soumettre toutes ces lignées a l'essai
d’agrégation in vitro durant 24 heures dans des conditions strictement identiques (voir
matériel et méthodes) afin de définir et d’établir pour chacune d'elles une signature de leur
capacité agrégative. Cette signature a été définie a I'aide de parametres permettant d'y
intégrer les capacités et la dynamique d’agrégation des cellules. Ces parametres ont par la
suite été utilisés pour établir une classification des lignées étudiées a 'aide d’un algorithme
de classification (voir plus loin). L'objectif était ainsi d'identifier de grandes classes aux

caractéristiques et profil d’agrégation similaires.

Remarque : nous avons volontairement dans notre sélection de lignées cellulaire tumorales
des cellules MCF7 provenant de deux banques différentes (ATCC et ECACC voir Matériel et
Méthodes) dans le but d’introduire un contréle interne positif dans notre stratégie de
classification. Ces cellules « MCF7 ATCC » et « MCF7 ECACC » correspondant a une méme
lignée devraient donc avoir des propriétés d’agrégation trés semblables et étre ainsi dans la
méme classe d’agrégation a lissue de la classification de I'ensemble des lignées

sélectionnées.
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Tumeur primaire

Lignée cellulaire

Type de cancer

Site de prélevement

Mammaire BT549 Carcinome canalaire Tumeur primaire

Mammaire MCF7 Adenocarcinome Métastase (épanchement pleural)
Mammaire MDAMB231 Adenocarcinome Métastase (épanchement pleural)
Mammaire MDAMB436 Adenocarcinome Métastase (épanchement pleural)
Mammaire Hs578T Carcinome Tumeur primaire

Mammaire T47D Adenocarcinome Métastase (épanchement pleural)
Colorectale Adénocarcinome (Duke Stade D) Métastase (ascites)

Colorectale Adénocarcinome (Duke Stade C) Tumeur primaire

Colorectale Carcinome Tumeur primaire

Colorectale Adénocarcinome Tumeur primaire

Colorectale Adénocarcinome (Duke Stade C) Métastase (noceud lymphatique)

Ovarienne 59M Carcinome Métastase (épanchement péritonéal, ascites)
Ovarienne COV318 Carcinome séreux Métastase (épanchement péritonéal, ascites)
Ovarienne COV362 Carcinome épithélio-endométrial Métastase (épanchement pleural)

Ovarienne covasa Tumeur de la granulosa Tumeur primaire

Ovarienne KGN Tumeur de la granulosa Métastase (épanchement péritonéal, ascites)
Ovarienne Kuramochi Carcinome Métastase (épanchement péritonéal, ascites)
Ovarienne OAW28 Adénocarcinome Métastase (épanchement péritonéal, ascites)
Ovarienne OVCAR3 Adénocarcinome Métastase (épanchement péritonéal, ascites)
Ovarienne PEO4 Adénocarcinome séreux (meme patiente que PEO6) |Métastase (épanchement péritonéal, ascites)
Ovarienne PE0O6 Adénocarcinome séreux (meme patiente que PEO4) |[Métastase (épanchement péritonéal, ascites)
Pulmonaire A549 Carcinome épithélial Tumeur primaire

Pulmonaire H23 Adénocarcinome non a petites cellules Tumeur primaire

Pulmonaire H226 Carcinome mésothélial (cellules squameuses) Métastase (épanchement pleural)
Pulmonaire H460 Carcinome a grandes cellules Métastase (épanchement pleural)
Pulmonaire H522 Adénocarcinome non a petites cellules Tumeur primaire

Prostatique

LNCaP clone FCG

Carcinome

Métastatse (nceud lymphatique supraclaviculaire gauche)

Figure 56 : Liste des lignées cellulaires tumorales sélectionnées
Lignées cellulaires issues de tumeurs épithéliales d’origine mammaire (rose), colorectale
(orange), ovarienne (violet), prostatique (vert) et prélevées au sein de la tumeur primaire ou

d’un site métastatique.
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1) Etablissement d'une signature des propriétés agrégatives des lignées

cellulaires tumorales

Notre premier objectif a été de déterminer quels sont les paramétres qui décrivent le mieux
les capacités d’agrégation des lignées cellulaires tumorales. Ces parameétres doivent étre
objectifs, représentatifs mais aussi discriminants puisque ce sont eux qui vont nous
permettre d’établir une classification. Nous avons donc choisi et fixé des parametres qui
traduisent la dynamique d’agrégation (amplitude et vitesse) issus des courbes d’agrégation
mais aussi la cohésion des agrégats obtenus, afin d’établir un profil d’agrégation le plus

complet et précis possible.

a) Définition et méthode de détermination des parameétres d’agrégation

i. Parametres caractérisant la dynamique d’agrégation

Les parametres descripteurs de la dynamique d'agrégation que nous avons retenus sont les
suivants :

- Aire Minimale (ou A min) (Figure 57A) : C'est le niveau d’agrégation maximal que peut
atteindre une lignée en 24h durant cet essai, ce niveau correspond a la valeur minimale de
I'aire relative occupée par les cellules (plus les cellules sont agrégées plus I'aire projetée
gu’elles occupent est faible). Plus cette aire sera faible plus les cellules seront capables
d’agréger de maniere importante entre elles et auront une grande amplitude d’agrégation.

- Temps d’Aire Minimale (ou T A min) (Figure 57A) : Il s'agit du temps nécessaire pour
atteindre le maximum d’agrégation ou l'aire minimale. Si les cellules atteignent un plateau
on prendra le temps auquel démarre celui-ci. Si les cellules n’ont pas atteint cette phase de
plateau a la fin de I'essai (au bout de 24h) alors on prendra le temps final (24h). Plus ce
temps sera faible plus les cellules atteindront rapidement leur maximum d’agrégation / aire
minimale.

- Aire a 2h, 5h et 10h (A T2h, A T5h, AT10h) (Figure 57B). Les deux premiers parametres
sont importants mais ne suffisent pas a décrire la dynamique au cours de I'essai. C'est
pourquoi nous avons aussi défini comme paramétres d’agrégation |'aire occupée par les
cellules a des temps plus ou moins précoces durant la premiére partie de I'essai : 2, 5 et 10
heures. Nous avons choisi ces temps car pour les lignées que nous avions étudiées

antérieurement I'agrégation se déroule essentiellement durant les 10 premiéres heures.
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Figure 57: Parameétres décrivant la dynamique d’agrégation cellulaire (vitesse et amplitude)

et issus de la courbe d’agrégation
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Nous avons cependant fixé la durée de I'essai a 24h étant donné que la plupart des lignées
sélectionnées n’ont jamais été testées auparavant. Plus I'aire a ces trois temps sera faible
plus la lignée agregera rapidement (vitesse) et de maniére importante (amplitude).

- Temps de demi-agrégation (T 2 Amin) (Figure 57C) : Cet autre parameétre qui est le temps
nécessaire aux cellules pour atteindre la moitié de leur agrégation maximale (et donc la
moitié de leur aire occupée minimale) permet de décrire la dynamique et la vitesse
d’agrégation des cellules. Plus ce temps est faible, plus les cellules atteignent rapidement
leur maximum d’agrégation. Ce parametre est complémentaire du temps nécessaire pour
atteindre I’aire minimale (T A min) car la dynamique et la vitesse d’agrégation peuvent varier
et ne pas étre les mémes pour deux lignées ayant pourtant le méme T A min.

- Aire sous la courbe (ou AUC pour Area under the curve) (Figure 57D): La valeur de ce
parameétre sera directement liée a I'aspect plus global de la courbe d’agrégation. Plus les
cellules agregeront de maniere importante et rapidement, plus la valeur de l'aire sous la

courbe sera faible.

Pour I'ensemble de ces parameétres plus leur valeur sera faible pour une lignée cellulaire plus
cette lignée aura une dynamique d’agrégation importante (en terme de vitesse et

d’amplitude).

ii. Parameétres caractérisant la cohésion des agrégats : le flush assay

Lorsque I'on observe les agrégats au terme de |'essai d’agrégation on peut voir que leur
aspect differe entre les lignées. Si I'on compare les lignées T47D et MDAMB231 par exemple
(Figure 58), on observe que le contour de I'agrégat des cellules T47D est tres régulier,
presque circulaire. La cohésion entre les cellules semble trés importante et les cellules ne
sont plus distinctes les unes des autres. L'agrégat qui en résulte semble trés compact et
structuré. Au contraire les cellules MDAMB231 forment un agrégat qui semble beaucoup
moins compact et cohésif, on distingue encore les cellules les unes des autres, le contour est

bien plus irrégulier et moins circulaire.

Pour pouvoir intégrer cette cohésion des agrégats a la signature des capacités agrégatives
des lignées nous avons mis en place un essai de dissociation mécanique par pipetage de

chaque agrégat a l'issue des 24 heures de I'essai d’agrégation (Figure 59, voir Matériel et
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T47D

Figure 58: Différence de cohésion entre les lignées MDAMB231 et T47D a l'issue de |’essai
d’agrégation

Images en lumiére transmise (10X) des cellules MDAMB231 et T47D au bout de 24 heures
d’agrégation (les images ont été traitées par I'algorithme de segmentation).
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Méthodes) permettant de d'associer un parameétre quantitatif de leur cohésion par

comptage des cellules (seule ou doublet de cellules) dissociées de |'agrégat.

Afin d’enrichir et d'affiner ce paramétre pour mieux distinguer les variabilités de cohésion
selon les lignées, nous avons appliqué différents nombres de flushes consécutifs (1, 3, 5 et
10) correspondant a 4 conditions différentes de flush assay. . Par exemple un agrégat peut
ne pas étre dissocié et ne pas libérer de cellules isolées suite a un seul pipetage (ou flush) et
nécessiter plusieurs pipetages pour observer une dissociation, il peut aussi y avoir une
corrélation entre le nombre de pipetages et le nombre de cellules isolées libérées ou non :
pour les agrégats de certaines lignées le nombre de cellules isolées comptées peut
augmenter avec le nombre de pipetages alors que pour d’autres ce nombre peut rester
constant quel que soit le nombre de pipetages effectués, reflétant ainsi le niveau de

cohésion propre a chaque lignée.

Le parameétre de cohésion des agrégats est donc représenté par les scores de flush assay
pour 1, 3, 5 et 10 pipetages (ou flushes) soit le nombre de cellules isolées comptées pour
chaque condition. Plus le nombre de cellules isolées est faible pour chaque condition plus les

agrégats de la lignée cellulaire considérée sont cohésifs (et inversement).

Avec les paramétres issus de la courbe d’agrégation et les scores du flush assay nous avons
défini un ensemble de parameétres permettant de quantifier les différentes propriétés
agrégatives : la dynamique d’agrégation cellulaire soit la vitesse et I'amplitude
d’agrégation des cellules ainsi que la cohésion intercellulaire qui résulte de ce processus
d’agrégation. Pour faciliter la compréhension et I’analyse globales des résultats obtenus
les valeurs attribuées a chacun des parameétres ont été définies pour étre d'autant plus
faibles que la lignée étudiée a des propriétés agrégatives importantes: une grande

amplitude d’agrégation, une agrégation rapide et une forte cohésion des agrégats.
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Figure 59: Procédure de réalisation du flush assay a issue de I’essai d’agrégation

Pour chaque essai d’agrégation jusqu’a 5 lignées cellulaires sont testées, a l'issue de I'essai
(24 heures), les agrégats de chaque lignée sont soumis a un stress mécanique correspondant
a un ou plusieurs pipetages d’un volume de liquide de 50uL (soit la moitié du volume
contenu dans chaque puits). Un pipetage = un flush, il y a 4 conditions différentes : 1, 3, 5 et
10 flushes consécutifs, chaque condition est réalisée en triplicata (un réplica = un puit) pour
chaque lignée.
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b) Quantification des parameétres définissant la signature des propriétés agrégatives du

panel des lighées cellulaires tumorales

i. Caractérisation quantitative de la dynamique d’agrégation

Les courbes d’agrégation obtenues pour les 28 lignées du panel étudié sont présentées sur la
Figure 60 (les images des agrégats agrandies sont présentées en Figure Annexe S1). Ces
courbes montrent que toutes les lignées agregent, toutes les courbes d'agrégation
présentant une diminution de I’aire relative occupée par les cellules au cours du temps. La
majorité des courbes obtenues ont un profil similaire avec une décroissance d’allure
exponentielle dés les premiers temps et durant les dix premiéeres heures de I'essai, suivie
d'une phase de décroissance plus lente pour atteindre un plateau (soit une agrégation
maximale). Si une grande majorité des lignées ont un profil d’agrégation de ce type,
certaines lignées ont des comportements plus « atypiques » comme les lignées PE04, PEO6,
COV362 dont la diminution d’aire est beaucoup lente et linéaire, ou encore les lignées HT29
et COLO205 qui présentent un temps de latence et une absence d’agrégation au début de
I'essai puis agrégent assez faiblement durant quelques avant une ré augmentation de I'aire
occupé par les cellules vers le milieu de I'essai, un phénomeéne déja observé (mais dans un

autre contexte) et discuté dans la Partie 1 des résultats.

Nous avons extrait les parameétres issus de ces courbes d’agrégation (Figure 57): Aire T2H,
T5H, et T10H, I'aire minimale et I'aire sous la courbe d’agrégation (AUC). Pour les deux
parametres de temps que sont le T Aire Min (Temps d’aire minimale) et T % Aire Min (Temps
nécessaire pour atteindre la moitié de la valeur de I'aire minimale) nous souhaitions dans un
premier temps trouver pour chaque courbe d’agrégation une équation mathématique qui
génére une courbe se superposant le mieux possible avec la courbe définies par les données
de l'essai d’agrégation. Cependant pour un trop grand nombre de lignées il n’a pas été
possible de trouver une superposition satisfaisante. Nous avons donc mesuré ces deux

parameétres de temps par détermination graphique.

Les valeurs obtenues pour I'ensemble de ces parameétres et pour chaque lignée sont
représentées sous forme de diagramme en barres (Figure 61) et rangées par ordre croissant
afin d’observer la distribution des valeurs et de situer les lignées les unes par rapport aux

autres. On observe une augmentation plutét linéaire des valeurs de chaque parametre, il n'y
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a pas de « cassure » entre les valeurs d’'un méme parameétre avec par exemple soit des
valeurs trés faibles soit des valeurs tres élevées et pas de valeurs intermédiaires. On peut
également déja souligner que le type de cancer (identifié grace au code couleur) ne semble
pas avoir d’influence sur le comportement agrégatif des lignées a en juger par la répartition
des lignées pour chaque parametre. Malgré I'observation de quelques tendances qui se
dégagent lorsque I'on compare les différents parametres, on peut voir que l'ordre des
lignées selon la valeur du paramétre n’est pas la méme d’un paramétre a l'autre ce qui
prouve l'intérét d’intégrer I'ensemble de ces parametres pour la classification car ils ne sont
pas redondants, chacun apporte des informations différentes et complémentaires sur la
dynamique d’agrégation. L'importante variation de valeurs de ces parameétres entre les

lignées confirme également la pertinence de ces parametres.

Remarque : les 4 prochaines pages du manuscrit correspondent aux figures 6 et 7 chacune

répartie sur plusieurs pages pour une meilleure lisibilité des résultats.
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Figure 60 (suite): Courbes d’agrégation des lignées cellulaires et galerie d’images des
cellules au début et a la fin de I'essai d’agrégation

En dessous de chaque courbe d’agrégation se trouve a gauche une image segmentée des
cellules au début de I'essai d’agrégation (TOh) et a droite a la fin de I'essai d’agrégation

(T24h) (grossissement 10X).

Pour chaque lignée la courbe d’agrégation est issue de 3 a 5 expériences indépendantes et
de 23 a 48 réplicas.

La couleur du cadre entourant le nom de chaque lignée indique le type de cancer dont est
issue la lignée : violet = ovarien, bleu = pulmonaire, orange = colorectal, rose = mammaire,

vert = prostatique.
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Figure 61: Valeurs des différents parameétres issus des courbes d’agrégation pour chaque
lignée cellulaire

Ici sont représentées les valeurs des parameétres Aire T2h, T5h, T10h et Aire Min, les valeurs
ont été classées par ordre croissant pour chaque parametre.

Les valeurs indiquées correspondent a la moyenne +/- I'écart-type, étant directement issues
des courbes d’agrégation présentées plus tot elles correspondent aux résultats de 3 a 5
expériences indépendantes et de 23 a 48 réplicas selon la lignée.

La couleur indique le type de cancer dont est issue la lignée cellulaire: violet = ovarien, bleu =
pulmonaire, orange = colorectal, rose = mammaire, vert = prostatique.

137




Figure 61 (suite): Valeurs des différents parameétres issus des courbes d’agrégation pour
chague lignée cellulaire

Ici sont représentées les valeurs des parameétres T % Aire Min, T Aire Min, AUC, les valeurs
ont été classées par ordre croissant pour chaque parametre.

Les valeurs indiquées correspondent a la valeur obtenue par détermination graphique (T %
Aire Min, T Aire Min) et a 'aide d’une fonction d’analyse du logiciel GRAPHPAD PRISM (AUC)
effectuées sur la courbe regroupant I'ensemble des expériences indépendantes pour chaque
lignée, il n’y a donc pas d’écart-type.

La couleur indique le type de cancer dont est issue la lignée : violet = ovarien, bleu =
pulmonaire, orange = colorectal, rose = mammaire, vert = prostatique.
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ii. Cohésion des agrégats : Flush assay

La cohésion des agrégats, quantifiée par le flush assay, montre aussi une grande diversité de
comportement selon les lignées (Figure 62) avec des scores allant de 0 jusqu’a 44 cellules
isolées comptées pour la lignée COV362 suite a 10 flushes. Afin d’estimer le potentiel
maximum de cellules isolées que I'on peut compter avec notre protocole nous avons
effectué le flush assay sur des cellules juste aprés centrifugation (temps Oh de I'essai
d’agrégation). Pour les 4 conditions regroupées (1, 3, 5, et 10 flushes) on obtient une
moyenne d’un peu plus de 76 cellules isolées (4 lignées cellulaires différentes utilisées, 3
expériences indépendantes et 21 réplicas par condition, résultats non montrés). Avec la
lignée COV362, qui est une des moins cohésives au vu des résultats du flush assay, on atteint
un score correspondant a plus de 50% du score potentiel maximum. Ce résultat signifie
gu’avec notre approche expérimentale nous sommes capables de tester efficacement la

cohésion.

Nous avions décidé au préalable de tester 4 conditions de flush différentes pour quantifier
plus précisément la cohésion des agrégats de chaque lignée en examinant si le nombre de
flushes avait un impact sur le nombre de cellules isolées pour une méme lignée. La
variabilité des données ne nous a pas permis de mettre une évidence s’il y avait une
différence statistiquement significative du nombre de cellules isolées obtenues en fonction
du nombre de flushes pour une méme lignée. Cette variabilité semble d’autant plus

importante que le score de flush assay (hombre de cellules isolées) est élevé.

Malgré cela la représentation des scores de flushs par ordre croissant pour chaque condition
(1, 3, 5 et 10 flushes) permet de visualiser la trés grande différence de comportement
interlignée en réponse a cet essai et la différence d’ordre des lignées entre chaque condition
comme pour les parameétres de la dynamique d’agrégation (Figure 61) méme si ici aussi des
tendances se dessinent. Ce résultat nous a convaincu de garder les 4 scores de flush et de les
utiliser pour la classification tout comme les 7 parametres de la dynamique d’agrégation
pour des raisons similaires.

De maniére intéressante cette distribution des scores de flush assay classés de maniere
croissante pour chaque condition (Figure 62) permet également d’observer une

augmentation exponentielle de la valeur de ces scores en fonction des lignées alors que I'on
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Figure 62: Scores de flush assay de I'ensemble des lignées cellulaires classés par ordre
croissant

Pour chaque lignée est indiqué le nombre moyen de cellules isolées comptées (+/- SD) pour
les conditions 1, 3, 5 et 10 flushes. Pour chaque lignée et chaque condition les valeurs
obtenues sont issues de 3 a 7 expériences indépendantes et de 9 a 21 réplicas.

La couleur indique le type de cancer dont est issue la lignée cellulaire: violet = ovarien, bleu =
pulmonaire, orange = colorectal, rose = mammaire, vert = prostatique.
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a constaté une augmentation beaucoup plus progressive et linéaire pour les parameétres de

la dynamique d’agrégation (Figure 61).

Lors de la réalisation du flush assay nous avons également remarqué que le nombre de
cellules isolées / score de flush obtenu pour chaque lignée était caractéristique de la
réponse des agrégats de cette lignée aux flushs :

- score entre 0 et 1 : les agrégats restent intacts et gardent leur cohésion, les pipetages n’ont
aucun effet, on observe trés rarement une cellule isolée lors du comptage

- score entre 1 et 2: les agrégats restent intacts ou se dissocient (plutot aprés plusieurs
flushes) mais en gros paquets de plusieurs dizaines de cellules et de rares cellules isolées

- score entre 2 et 10 : les agrégats se dissocient quasiment systématiquement quel que soit
le nombre de flushes et en paquets de différentes tailles selon le score, les cellules isolées
sont de plus en plus fréquentes

- score au-dela de 10: les agrégats se dissocient systématiquement en de trés nombreux
paquets de plus en plus petits et avec de plus en plus de cellules isolées avec I'augmentation
du score.

Ces catégories de score (délimitées en rouge sur la figure 62) montrent la pertinence des
scores de flush assay pour décrire le niveau de cohésion d’'un agrégat cellulaire. Ces
différents types de comportements des agrégats en réponse au stress mécanique des flushes
sont synonymes de trés grandes disparités de cohésion entre les lignées étudiée. Il y a des
lignées qui forment des agrégats totalement indissociables par pipetage et a I'inverse il y a
des lignées dont les agrégats peuvent étre quasiment complétement dissociés en cellules

isolées.

Afin de déterminer le nombre maximum potentiel de cellules isolées que I'on pourrait
obtenir a I'issu de cet essai de flush nous avons utilisé une condition « contréle » : effectuer
I'essai de flush sur des cellules juste aprés qu’elles aient été centrifugées (avant le début de
I'essai d’agrégation). A ce stade les cellules sont complétement dissociées les unes des
autres. Sur I’'ensemble des 4 conditions nous avons obtenu un score moyen de 76,26 cellules
isolées (entre 21 et 23 réplicas pour chacune des 4 conditions de flush, issus d’au moins 3
expériences indépendantes). A titre de comparaison ce score moyen est supérieur a tous les
scores que |'on a pu obtenir pour les lignées a I'issue des 24h d’agrégation : le score le plus

élevé que I'on ait pu obtenir est de 44,8 pour la lighée COV362 et la condition 10 flushes.

141



A

LIGNEES AIRE T2H |AIRE T5H |AIRE T10H |AIRE MIN  |T 1/2 AIRE MIN |T AIRE MIN |AUC |1 FLUSH |3 FLUSHES |5 FLUSHES |10 FLUSHES
59M 0.774 0.588 0.379 0.208 5.000 22.750 9.853 |2.667 1.333 2.000 1.600
cov3is 0.646 0.491 0.350 0.244 2.250 20.750 9.018 |2.867 |4.333 3.133 6.200
CoVv362 0.838 0.722 0.578 0.395 5.250 23.750 14.010 |18.930 |40.200 31.270 44.870
covasa 0.596 0.481 0.422 0.409 1.000 12.000 11.040 [2.222 |8.667 7.667 16.220
KGN 0.550 0.360 0.226 0.128 2.000 22.000 6.469 |0.905 1.190 0.905 0.619
KURAMOCHI 0.581 0.360 0.258 0.186 2.000 21.750 7.287 |1.333 |0.556 0.667 1.444
OAW28 0.680 0.462 0.355 0.307 2.250 16.500 9.755 |1.000 1.733 2.000 0.600
OVCAR 3 0.433 0.325 0.281 0.272 1.000 11.750 7.550 (2.222 |2.667 2.444 1.556
PEO4 0.888 0.815 0.718 0.476 9.000 23.750 16.440 |1.111 1111 2.556 3.111
PEO6 0.817 0.707 0.575 0.446 4.500 20.000 13.900 |0.400 1.467 1.867 2.267
A549 0.724 0.539 0.398 0.366 2.250 13.000 10.880 |4.545 10.820 10.000 9.182
H23 0.693 0.549 0.470 0.370 2.000 21.000 11.260 [8.667 |22.780 26.330 21.440
H226 0.860 0.645 0.443 0.312 4.750 22.250 11.660 [3.200 |7.000 5.737 7.350
H460 0.772 0.579 0.437 0.309 3.250 21.500 11.130 |0.636 |0.636 2.364 3.091
H522 0.644 0.537 0.482 0.433 1.000 17.500 11.990 |5.727 16.360 10.550 22.180
COLO205 1.030 0.800 0.610 0.533 5.750 15.250 16.300 [22.560 |33.890 26.110 26.670
DLD1 0.850 0.665 0.531 0.517 3.250 12.000 14.260 [4.000 |6.778 10.780 7.222
HCT116 0.782 0.497 0.410 0.284 2.750 20.500 10.390 [1.778 1.000 1.889 1.333
HT29 0.966 0.666 0.586 0.594 3.500 7.750 16.760 [21.170 |27.580 34.000 36.670
SW620 0.873 0.725 0.596 0.543 3.750 13.250 15.170 |21.220 |17.220 22.110 30.890
BT549 0.786 0.577 0.410 0.316 3.750 19.000 10.970 [11.330 |6.667 5.111 5.444
HS578T 0.477 0.281 0.210 0.194 1.250 13.000 6.277 |0.222 |0.778 0.889 0.333
MCF7 ATCC 0.584 0.396 0.316 0.316 1.500 10.000 8.887 |0.778 1.222 1.556 1.222
MCF7 ECACC 0.470 0.255 0.236 0.235 1.250 7.250 6.930 |0.000 |0.111 0.000 0.111
MDAMB231 0.830 0.594 0.477 0.480 2.750 9.500 13.250 |29.440 |15.780 20.890 17.110
MDAMB436 0.675 0.529 0.446 0.335 2.000 23.750 11.140 |7.095 15.760 17.430 17.480
T47D 0.854 0.704 0.474 0.270 6.250 21.500 11.760 |0.111  |0.333 0.111 0.333
LNCAP CLONE FCG |0.779 0.700 0.539 0.348 5.750 21.250 12.760 |0.571 |0.714 0.762 0.810
B

AIRE T2H |AIRE T5H |AIRE T10H |AIRE MIN  |T 1/2 AIRE MIN |T AIRE MIN |AUC |1 FLUSH |3 FLUSHES |5 FLUSHES |10 FLUSHES
MIN 0.433 0.255 0.21 0.128 1 7.25 6.277 |0 0.1111 0 0.1111
MAX 1.03 0.815 0.718 0.594 9 23.75 16.76 |29.44 |40.2 34 44.87
MOYENNE 0.7304  |0.5553 0.4362 0.3509 3.25 17.29 1132 |6.311 |8.882 8.969 10.26
SD 0.1508 |0.1526 0.129 0.1191 1.944 5.338 2.984 |8.357 11 10.5 12.45

Figure 63: Valeurs brutes des parameétres d’agrégation et données descriptives

(A) Valeurs brutes (moyennes uniquement) des paramétres d’agrégation pour chaque lignée

cellulaire (code couleur toujours selon type de cancer dont est issu la lignée).

(B) Données descriptives (MIN = valeur minimale, MAX = valeur maximale, SD = écart type)
de chaque parametre d’agrégation.
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iii. Etablissement des signatures d’agrégation des lignées cellulaires a partir des différents
parameétres d’agrégation

Nous avons défini un ensemble de parametres visant a représenter les propriétés
agrégatives d’un panel de 28 lignées cellulaires tumorales. Pour cela nous avons considéré
trois grands aspects décrivant le potentiel d’agrégation en conditions ancrage-
indépendantes : la vitesse et I'amplitude d’agrégation qui sont mesurées par des parametres
issues de courbes obtenues a partir de I'essai d'agrégation et la cohésion des agrégats qui en
résulte déterminée a partir d'un nouvel essai basé sur la dissociation des agrégats a l'issue

de I'essai d'agrégation.

Nous avons compilé les valeurs brutes (sans transformation) de tous les parameétres
d’agrégation (parametres issus des courbes d’agrégation et scores de flush assay) de chaque
lignée dans un tableau (Figure 63A) qui résume les propriétés d’agrégation des 28 lignées
cellulaires tumorales testées et constitue leur signature/profil d’agrégation. L’'ensemble de
ces valeurs et leurs données descriptives (minimum, maximum, moyenne, Figure 63B)
confirment les observations précédentes faites a partir des diagrammes en barre (Figure 61).
Comme mentionné plus tét chacun des paramétres définis semble pertinent pour décrire les
profils d’agrégation des lignées. Que ce soit pour les parameétres dynamiques ou de
cohésion, nous observons une importante variation selon les lignées ce qui traduit une
grande diversité de comportement et des profils d’agrégation tres différents et confirme
I’hypothese initiale selon laquelle chaque lignée a des capacités d’agrégation qui lui sont

propres en terme de vitesse, d’amplitude et de cohésion.

L'ensemble de ces parametres réunis va correspondre a la signature ou au profil
d’agrégation de chaque lignée. Afin de représenter cette signature de maniére plus explicite,
nous avons choisi de la représenter sous forme de diagramme en radar. Cependant ce type
de représentation nécessite que toutes les variables aient a la méme échelle, ce qui n’est pas
le cas de nos parametres: de 0 a 1 pour les différentes aires, de 0 a 24 pour les temps et
I'aire sous la courbe et enfin de 0 a 44 pour les scores de flush assay. Cela signifie qu’il y une

importante différence d’amplitude des valeurs de ces paramétres (Figure 63A, 63B).

Pour résoudre ce probléme nous avons centré réduit I'ensemble des valeurs de chaque

parametre pour toutes les lignées. Cela consiste a soustraire a la valeur d'un parameétre pour
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A

LIGNEES AIRE T2H |AIRE T5H |AIRE T10H |AIRE MIN  |T 1/2 AIRE MIN |T AIRE MIN |AUC |1 FLUSH |3 FLUSHES |5 FLUSHES |10 FLUSHES
59M 0.289 0.214 -0.443 -1.200 0.900 1.023 -0.492 |-0.436 |-0.686 -0.664 -0.696
cov3is -0.560 -0.421 -0.668 -0.898 -0.514 0.648 -0.771 |-0.412 |-0.414 -0.556 -0.326
Ccov3e62 0.714 1.092 1.099 0.370 1.029 1.210 0.901 |1.510 |2.847 2.124 2.780
covasa -0.891 -0.487 -0.110 0.488 -1.157 -0.991 -0.094 |-0.489 |-0.020 -0.124 0.479
KGN -1.196 -1.280 -1.629 -1.872 -0.643 0.882 -1.626 |-0.647 |-0.699 -0.768 -0.774
KURAMOCHI -0.991 -1.280 -1.381 -1.385 -0.643 0.836 -1.352 |-0.596 |-0.757 -0.791 -0.708
OAW28 -0.334 -0.611 -0.629 -0.369 -0.514 -0.148 -0.524 |-0.636 |-0.650 -0.664 -0.776
OVCAR 3 =87/ -1.509 -1.203 -0.662 -1.157 -1.038 -1.263 |-0.489 |-0.565 -0.621 -0.699
PEO4 1.045 1.702 2.184 1.050 2.958 1.210 1.716 |-0.622 |-0.706 -0.611 -0.574
PEO6 0.574 0.994 1.076 0.798 0.643 0.508 0.865 |-0.707 |-0.674 -0.676 -0.642
A549 -0.042 -0.107 -0.296 0.127 -0.514 -0.804 -0.147 |-0.211 |0.176 0.098 -0.087
H23 -0.248 -0.041 0.262 0.160 -0.643 0.695 -0.020 |0.282 1.263 1.653 0.898
H226 0.859 0.588 0.053 -0.327 0.772 0.929 0.114 |-0.372 |-0.171 -0.308 -0.234
H460 0.276 0.155 0.006 -0.352 0.000 0.789 -0.064 |-0.679 |[-0.750 -0.629 -0.576
H522 -0.573 -0.120 0.355 0.689 -1.157 0.039 0.225 |-0.070 |0.680 0.151 0.957
COLO205 1.987 1.604 1.347 1.529 1.286 -0.382 1.669 [1.944 |2.273 1.632 1.318
DLD1 0.793 0.719 0.735 1.395 0.000 -0.991 0.985 |-0.277 |-0.191 0.172 -0.244
HCT116 0.342 -0.382 -0.203 -0.562 -0.257 0.601 -0.312 |-0.542 |-0.717 -0.674 -0.717
HT29 1.562 0.725 1.161 2.041 0.129 -1.787 1.823 |1.778 1.700 2.384 2121
SW620 0.946 1.112 1.239 1.613 0.257 -0.757 1.290 |1.784 |0.758 1.252 1.657
BT549 0.369 0.142 -0.203 -0.293 0.257 0.320 -0.117 |0.601  |-0.201 -0.367 -0.387
HS578T -1.680 -1.798 -1.753 -1.317 -1.029 -0.804 -1.690 |-0.729 |-0.737 -0.770 -0.797
MCF7 ATCC -0.971 -1.044 -0.932 -0.293 -0.900 -1.366 -0.815 |-0.662 |-0.696 -0.706 -0.726
MCF7 ECACC -1.727 -1.968 -1.552 -0.973 -1.029 -1.881 -1.471 |-0.755 |-0.797 -0.854 -0.815
MDAMB231 0.660 0.254 0.316 1.084 -0.257 -1.459 0.647 |2.768 |0.627 1.135 0.550
MDAMB436 -0.367 -0.172 0.076 -0.134 -0.643 1.210 -0.060 (0.094 |0.625 0.806 0.580
T47D 0.820 0.974 0.293 -0.679 1.543 0.789 0.147 |-0.742 |-0.777 -0.844 -0.797
LNCAP CLONE FCG |0.322 0.948 0.797 -0.024 1.286 0.742 0.483 |-0.687 |-0.743 -0.782 -0.759

B

AIRE T2H |AIRE T5H |AIRE T10H |AIRE MIN [T 1/2 AIRE MIN |T AIRE MIN |[AUC |1 FLUSH |3 FLUSHES |5 FLUSHES |10 FLUSHES
MIN -1.972 -1.968 -1.753 -1.872 -1.157 -1.881 -1.69 |-0.7552 |-0.7974 -0.8542 -0.8152
MAX 1.987 1.702 2.184 2.041 2.958 1.21 1.823 |2.768 2.847 2.384 2.78

Figure 64: Valeurs «centrées-réduites » des parametres d’agrégation et données
descriptives

(A) Valeurs centrées-réduites (moyennes uniquement) des parametres d’agrégation pour
chaque lignée cellulaire (code couleur toujours selon type de cancer dont est issu la lignée).

(B) Données descriptives (MIN = valeur minimale, MAX = valeur maximale) de chaque
parameétre d’agrégation.
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une lignée donnée la moyenne des valeurs de toutes les lignées, puis a diviser le résultat par
I'écart type autour de cette moyenne, soit : (X-p)/0 (x = Valeur d’un paramétre pour une
lignée donnée, 1 = Moyenne des valeurs de ce parameétre pour toutes les lignées, o = écart
type (SD) autour de la moyenne ).

Le fait de centrer réduire rend les différents parameétres comparables. Les moyennes et écart
types ont été calculés précédemment (Figure 63B), et aprés avoir centré réduit les valeurs
de chaque parametre pour I'ensemble des lignées, on obtient des parameétres dont les

valeurs varient toutes entre — 2 et 3 (Figure 64).

Avec cette transformation des données on conserve la variation entre les lignées (voir Figure
Annexe S2). On peut toujours considérer que plus un parametre a une valeur (centrée
réduite) faible, et donc négative désormais, plus cela est synonyme d’une capacité
agrégative importante, que ce soit en matiére d’amplitude, de vitesse d’agrégation ou de
cohésion. A l'inverse plus une valeur centrée réduite est élevée et positive, plus cela traduit
une faible capacité d’agrégation concernant un de ces trois aspects (vitesse, amplitude,

cohésion).

La signature d'agrégation de chaque lignée a ainsi été établie avec les valeurs centrées-
réduites de chaque parametre. Les diagrammes en radar représentant la signature
d’agrégation de chaque lignée sont présentés sur la Figure 65. Plus une lignée a un radar
regroupé plus ces capacités agrégatives sont importantes (amplitude, vitesse, cohésion). Au
contraire plus le radar est étalé plus les capacités d’agrégation sont faibles. Les différents
parameétres ont été répartis sur les diagrammes en radar de telle sorte que les paramétres
de la dynamique d’agrégation soient sur le c6té droit et les paramétres de cohésion sur le
cOté gauche (Figure 65). On constate une importante variété de forme de taille des radars
selon les lignées et donc des signatures d’agrégation variées confirmant les premieres

observations effectuées en observant les paramétres séparément (Figures 61, 62, 63, 64).
Nous avons trié les lignées selon le type de cancer dont elles sont issues pour observer si les
lignées provenant d’'un méme type cancer ont des signatures d’agrégation comparable. En

accord avec les précédentes remarques chaque type de cancer possede des lignées aux
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Figure 65: Signature d’agrégation des lignées ovariennes (diagrammes en radar)
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Figure 65 (suite): Signature d’agrégation des

lignées pulmonaires et

colorectales

(diagrammes en radar)
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Figure 65 (suite): Signature d’agrégation des lignées mammaires et prostatiques
(diagrammes en radar) :

Valeurs représentées sous forme de diagramme en radar, I'ordre des paramétres (en partant
du haut du diagramme et dans le sens des aiguilles d’'une montre) : Aire Min, T Aire Min, Aire
T2h, Aire T5h, Aire T10h, T % Aire Min, Aire sous la courbe (AUC), Score de flush assay pour
1, 3, 5 et 10 flushes.

La couleur indique le type de cancer dont est issue la lignée cellulaire: violet = ovarien, bleu =
pulmonaire, orange = colorectal, rose = mammaire, vert = prostatique.
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signatures d’agrégation bien différentes écartant I’hypothése d’une corrélation entre le type

de cancer d’une lignée et ses propriétés agrégatives.

Concernant les paramétres de cohésion au vu de la variabilité des scores de flush assay de
plusieurs lignées nous aurions pu mesurer le paramétre de cohésion avec une échelle
gualitative comme décrite plus tét en fonction du comportement des agrégats suite au flush
assay, cependant ce type d’échelle est dépendante de I'appréciation de I'expérimentateur et
donc plus subjective qu’un comptage cellulaire. De plus les autres parametres sont mesurés
de maniere quantitative et cette différence aurait posé probleme lors de la classification des

lignées.

Il semble bien y avoir une corrélation entre cohésion agrégats (via les scores de flush assay)
et l'aspect des agrégats : les lignées qui ont les scores les plus faibles (entre 0 et 1 cellule
isolée) sont celles dont les agrégats semblent les plus compactés, les mieux structurés et
s’approchant de I'aspect d’une sphere: HS578T, MCF7 ECACC, T47D, KGN, LnCAP,
KURAMOCHI (Figure 66A). Au contraire les lignées les moins cohésives qui ont les scores de
flush assay les plus élevés: COV362, HT29, MDAMB231, SW620 sont celles qui semblent le

moins compactées (Figure 66B).
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Figure 66 : Corrélation entre I'aspect des agrégats et leur cohésion (scores de flush assay)

Images segmentées en lumiére transmise (grossissement 10X) d’agrégats apres 24h tres
cohésifs (A) (score de flush assay entre 0 et 1) et tres peu cohésifs (B) (score de flush essai

supérieur a 20).
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3) Classification des lignées cellulaires tumorales selon leurs parametres
d’agrégation

a) Détermination des classes (hombre et composition)

L’objectif de la classification non-supervisée hiérarchique (CAH) que nous avons utilisée est
de classer les lignées cellulaires a partir des parametres d’agrégation mesurés. Les lignées
vont étre rassemblés en classes, chacune la plus homogéne possible et entre elles les plus
distinctes possible entre elles, sans a priori sur le nombre de classes. Cette classification a
été effectuée a I'aide du calcul de la distance inter individus, nous avons choisi la distance

euclidienne, et de la distance entre groupe (critére de Ward, voir Matériel et Méthodes).

Nous avons utilisé les valeurs centrées réduites pour effectuer cette classification, en effet
étant sans a priori nous n’avons pas souhaité donner plus de poids a certains parameétres par
rapport a d’autres pour établir une classification. Or en plus de mettre les différents
parameétres a la méme échelle I'utilisation de valeurs centrées réduites permet que chaque
parameétre ait une contribution équivalente au calcul des distances et a la classification des

lignées cellulaires.

Le résultat de I'algorithme de la classification est un arbre de classification ou
dendrogramme (Figure 67), les classes successivement obtenues sont emboitées les unes
dans les autres (hiérarchisées) jusqu’a I'obtention d’une seule classe. Cette classification
résulte d'une contribution a la fois des parameétres de la dynamique d’agrégation et des
parameétres de cohésion. Les classifications avec uniquement les parameétres de la
dynamique d’agrégation (Figure 68A) ou uniquement les paramétres de cohésion (Figure

68B) donnent des résultats différents.

Le dendrogramme se lit verticalement, les distances entre les lignées ne sont valables qu’en
remontant les branches et non selon leur proximité visuelle. Cette distance entre les classes
étant proportionnelle a la hauteur des branches. Le dendrogramme nous permet d’obtenir
une classification exploitable des lignées cellulaires seulement si I’'on décide d’une hauteur a
laguelle on décide de « couper » I'arborescence est ainsi fixer un nombre de classes lorsque
les branches sont trop grandes ce qui indique que I'on regroupe des classes qui ne sont pas

homogenes.
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Figure 67 : Classification ascendante hiérarchique du panel de lignées cellulaires tumorales a

partir de I'ensemble des parameétres d’agrégation et de cohésion représentée sous forme de

dendrogramme
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Figure 68: Classifications ascendantes hiérarchiques sous forme de dendrogrammes

H460

HT28

(A) Classification établies uniqguement avec les parameétres de dynamique de I’agrégation

(Aire Min, T Aire Min, AUC, Aire T2h, Aire T5h, Aire T10h, T % Aire Min)

(B) Classification établie uniquement avec les paramétres de cohésion des agrégats (score de

flush assay pour 1, 3, 5, 10 flushes)
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La classification obtenue correspond a une arborescence assez réguliere, le nombre de
classes augmente de facon progressive mais visuellement cette classification semble se
décomposer en 5 grandes classes d’agrégation (Figure 67). En effet en partant du bas du
dendrogramme entre une hauteur de 0 et 5 (axe vertical) les partitions s’emboitent avec des
hauteurs de branches assez courtes et au-dela de 5 les branches s’allongent, synonyme

d’une hétérogénéité de plus en plus importante.

Pour confirmer cette analyse du dendrogramme, nous avons représenté la diminution de
I'inertie intra-classe (somme des variances des valeurs des parameétres d’agrégation des
individus d’'une méme classe) au fur et a mesure que le nombre de classes théorique
augmente (Figure 69). Lorsque I'on lit le graphe de droite a gauche on observe le premier
saut d’inertie significatif entre 5 et 4 classes (Saut ou Indice de Ward). Au-dela l'inertie intra-
classe augmente rapidement et fortement, ce qui confirme la classification a 5 grandes

classes d’agrégation.

Ce compromis permet ainsi d’avoir des classes homogenes et bien distinctes les unes des
autres avec un nombre de lignées par classes assez équilibré (5, 6, 4, 7 et 6 lignées pour les 5
classes (en allant de gauche a droite sur le dendrogramme, Figure 67) :

- HT29, COLO205, SW620, MDAMB231, COV362

- HS578T, OVCAR3, MCF7 ECACC, MCF7 ATCC, KGN, KURAMOCHI

- T47D, LNCAP CLONE FCG, PEO6, PEO4

- OAW28, COV318, 59M, HCT116, H460, H226, BT549

- DLD1, A549, COV434, H522, MDAMBA436, H23.

On remarque que comme attendu les deux lignées MCF7 provenant de banques différentes

sont dans la méme classe d’agrégation.

En combinaison avec cette classification ascendante hiérarchique (CAH) et pour la confirmer,
nous avons testé une seconde classification souvent utilisée en relation avec la CAH: la

classification par réallocation dynamique (kmeans).
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Figure 69: Décroissance de l'inertie intra-classes en fonction du nombre de classes (« Saut de

Ward »)

Ce graphique se lit de la droite vers la gauche, on peut voir qu’en passant de 5 a 4 classes
(entouré en rouge) on obtient le premier saut non-négligeable d’inertie intra-classes .
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Cette approche nécessite de déterminer au préalable le nombre de classes (ce que nous
venons de déterminer avec la classification ascendante hiérarchique) et ne produit pas de
dendrogramme mais uniquement la composition de chacune des classes. L’algorithme
fonctionne a I'aide de la distance euclidienne, détermine le barycentre de chaque classe et
la composition des classes (voir Matériel et Méthodes). Le barycentre d’une classe a, pour
chaque parametre d’agrégation une valeur égale a la moyenne des valeurs qu’ont les lignées
de cette classe pour ce paramétre. Il permet d'établir un profil moyen d’agrégation des

lignées qui appartiennent a une méme classe.

Si I'on confronte la classification ascendante hiérarchique (CAH) avec la classification par
réallocation dynamique (kmeans) en 5 classes, nous observons que les classes obtenues par

la seconde méthode contiennent chacune autant de lignées qu’avec la CAH:

kmeans

tree 12345
1 70000
00500
06000
00006
00040

b b w8

Tree : dendrogramme issu de la CAH et coupé a 5 classes

Kmeans : classification par réallocation dynamique

De plus toutes lignées cellulaires sont distribuées dans les 5 classes de maniere strictement
identique avec les mémes groupes de lignées. On obtient donc une classification identique

de notre panel de lignées cellulaires avec deux approches différentes (Figure 70).

Par la suite nous nommerons les 5 classes de la sorte :

- Classe 1 = HS578T, OVCAR3, MCF7 ECACC, MCF7 ATCC, KGN, KURAMOCHI
- Classe 2 = T47D, LNCAP CLONE FCG, PEO6, PEO4

- Classe 3 = 0AW28, COV318, 59M, HCT116, H460, H226, BT549

- Classe 4 = DLD1, A549, COV434, H522, MDAMB436, H23

- Classe 5 = HT29, COLO205, SW620, MDAMB231, COV362.
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Figure 70: Classification ascendante hiérarchique sous forme de dendrogramme et
compositions des 5 classes d’agrégation suite au choix du nombre de classes
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b) Caractéristiques et profils d’agrégation des classes identifiées

i) Description des capacités agrégatives de chaque classe

Pour confirmer la validité de notre classification nous avons représenté sous forme d'une
heatmap les lignées organisées selon leur classe d’agrégation avec les valeurs des

parametres d’agrégation (Figure 71A).

Pour chagque parametre, nous constatons que les lignées d’'une méme classe ont des valeurs
assez comparables, en particulier pour les classes 1, 2 et 5. Pour les classes 3 et 4 il y a un
peu plus de variance intra-classe notamment pour les parameétres dynamiques de
I'agrégation (Aires, Temps et Aire sous la courbe). Ces 2 classes semblent avoir un profil
intermédiaire comparé aux autres classes qui ont des valeurs plus « extrémes » pour

I’ensemble des paramétres d’agrégation.

Vitesse Amplitude | Cohésion
T 1/2 Aire Min| A Min 1 flush
T Aire Min Aire T2h | 3 flushes
Aire T2h Aire T5h | 5 flushes
Aire T5h Aire T10h | 10 flushes
Aire T10h AUC
AUC

En examinant cette heatmap (Figure 71A) on peut établir le profil d’agrégation global de
chaque classe en fonction des paramétres de dynamique de I|'agrégation (vitesse et

amplitude) et de cohésion (comme l'indique le tableau ci-dessus) :

- Classe 1 : - Agrégation rapide et trés importante avec une trés forte cohésion - Les valeurs
des parameétres dynamiques d’aire, de temps, d’aire sous la courbe sont trés faibles. Il en est
de méme pour les parameétres de cohésion. Cette classe regroupe des lignées qui agregent

rapidement et de maniere importante avec une trés forte cohésion des agrégats;

- Classe 2 : - Agrégation lente et modérée mais avec une trés forte cohésion - Les valeurs
des parametres de cohésion sont équivalentes a celles de la classe 1 mais en termes de
dynamique, les valeurs sont opposées et élevées, cette classe regroupe des lignées qui
agregent lentement et avec une amplitude moyenne mais cependant avec une trés forte

cohésion des agrégats;
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CLASSES LIGNEES AIRE T2H | AIRE T5H [AIRE T10H| AIRE MIN |T 1/2 AIRE MIN| T AIRE MIN| AUC |1 FLUSH] 3 FLUSHES | 5 FLUSHES [10 FLUSHES
HS578T -1,317 -1,029 -0,804 -0,729 -0,737 -0,770 -0,797
OVCAR 3 -1,509 -1,203 -0,662 -1,157 -1,038 -1,263 -0,489 -0,565 -0,621 -0,699
1 MCF7 ECACC -0,973 4,020 | 188l 1471 0755 -0,797 -0,854 -0,815
MCF7 ATCC -0,971 -1,044 -0,932 -0,293 -0,900 -1,366 -0,815 -0,662 -0,696 -0,706 -0,726
KGN -1,196 -1,280 -0,643 0,882 -0,647 -0,699 -0,768 -0,774
KURAMOCHI -0,991 -1,280 -1,381 -1,385 -0,643 0,836 -1,352 -0,596 -0,757 -0,791 -0,708
T47D 0,820 0,974 0,293 -0,679 0,789 0,147 -0,742 -0,777 -0,844 -0,797
2 LNCAP CLONE FCG 0,322 0,948 0,797 -0,024 0,742 0,483 -0,687 -0,743 -0,782 -0,759
PEO6 0,574 0,994 1,076 0,798 0,643 0,508 0,865 -0,707 -0,674 -0,676 -0,642
PEO4 1,045 m 1,210 - -0,622 -0,706 -0,611 -0,574
0OAW28 -0,334 -0,611 -0,629 -0,369 -0,514 -0,148 -0,524 -0,636 -0,650 -0,664 -0,776
cov3is -0,560 -0,421 -0,668 -0,898 -0,514 0,648 -0,771 -0,412 -0,414 -0,556 -0,326
59M 0,289 0,214 -0,443 -1,200 0,900 1,023 -0,492 -0,436 -0,686 -0,664 -0,696
3 HCT116 0,342 -0,382 -0,203 -0,562 -0,257 0,601 -0,312 -0,542 -0,717 -0,674 -0,717
H460 0,276 0,155 0,006 -0,352 0,000 0,789 -0,064 -0,679 -0,750 -0,629 -0,576
H226 0,859 0,588 0,053 -0,327 0,772 0,929 0,114 -0,372 -0,171 -0,308 -0,234
BT549 0,369 0,142 -0,203 -0,293 0,257 0,320 -0,117 0,601 -0,201 -0,367 -0,387
DLD1 0,793 0,719 0,735 _ 0,000 -0,991 0,985 -0,277 -0,191 0,172 -0,244
A549 -0,042 -0,107 -0,296 0,127 -0,514 -0,804 -0,147 -0,211 0,176 0,098 -0,087
4 covasa -0,891 -0,487 -0,110 0,488 -1,157 -0,991 -0,094 -0,489 -0,020 -0,124 0,479
H522 -0,573 -0,120 0,355 0,689 -1,157 0,039 0,225 -0,070 0,680 0,151 0,957
MDAMBA436 -0,367 -0,172 0,076 -0,134 -0,643 1,210 -0,060 0,094 0,625 0,806 0,580
H23 0,262 0,160 -0,643 0,695 -0,020 0,282 0,898
HT29 0,725 1,161
SW620 0,946 1,112
5 €OLO205
MDAMB231 0,660 0,254 0,316 1,084 0,627 1,135 0,550
COV362 0,714 1,092 1,099 0,370

Figure 71: Tableaux et nuanciers de couleurs (heatmaps) des valeurs des parametres
d’agrégation pour les lignées cellulaires selon leur classe d’agrégation

Le nuancier de couleur utilisé va de -3 (rouge) a 3 (bleu) en passant par 0 (blanc).
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- Classe 3 : - Agrégation lente et importante mais avec une forte cohésion - Les valeurs des
parametres de cohésion sont quasiment équivalentes a celles des deux premieres classes.
L'amplitude d’agrégation se situe entre les deux premiéres classes tout en étant plus proche
de celle de la classe 1, il en est de méme pour la vitesse d’agrégation qui elle est plus proche
de la classe 2. Les lignées de cette classe ont un profil d’agrégation intermédiaire avec une
amplitude d’agrégation assez importante malgré une faible vitesse et une cohésion des

agrégats forte;

- Classe 4 : - Agrégation rapide mais modérée avec une faible cohésion - Les valeurs des
parametres de cohésion sont plus élevées que pour les trois premieres catégories. Les
lignées de cette classe atteignent assez vite leur amplitude maximale d’agrégation
(comparable a la classe 1) mais cette amplitude n’est pas tres importante (assez proche de
celle de la classe 2). Cette classe semble plutot intermédiaire également mais avec un profil
bien différent de la classe 3 : une vitesse d’agrégation importante malgré une amplitude

limitée et une faible cohésion des agrégats;

- Classe 5 : - Agrégation rapide mais faible avec une trés faible cohésion - la derniére classe
présente un profil d’agrégation presque opposé a celui de la classe 1, la cohésion est tres
faible (la plus faible des 5 classes, parameétres trés élevés) tout comme la faible amplitude
d’agrégation (la plus faible également), seule la vitesse d’agrégation est comparable a la

classe 1.

Remargue : ces descriptions des classes sont basées sur I’observation globale de I'évolution
des paramétres pour des lignées d’'une méme classe, dans chaque classe il peut y avoir pour
un ou plusieurs paramétres des lignées qui divergent de la tendance globale de la classe
comme expliqué précédemment. On ne peut faire qu’une description relative des classes

entre elles, nous n’avons de référentiel extérieur auquel les comparer.

ii) Profil d'agrégation de chaque classe

Comme précédemment expliqué la classification par réallocation dynamique permet de
calculer la valeur de chaque parametre pour le barycentre de chaque classe, on obtient alors

la valeur moyenne de chaque parametre pour une chaque classe (Figure 72). Un profil type
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A

Barycentres des classes | AIRET2H AIRETSH AIRETIOH AIREMIN T1/2AIREMIN TAIREMIN AUC 1FLUSH 3 FLUSHES 5FLUSHES 10 FLUSHES
1 -1.423 -1.480 -1.409 -1.084 -0.900 -0.562 -1.370 -0.646 -0.709 -0.752 -0.753
2 0.690 1.155 1.088 0.286 - 0.812 0.803 -0.690 -0.725 -0.728 -0.693
3 0.177 -0.045 -0.298 -0.571 0.092 0.595 -0.309 -0.354 -0.513 -0.552 -0.530
4 -0.221 -0.035 0.170 0.454 -0.686 -0.140 0.148 -0.112 0.422 0.459 0.431
5 1.174 0.957 1.033 1.327 0.489 -0.635 1.266 _

Figure 72: Valeurs des paramétres d’agrégation des barycentres des 5 classes d’agrégation

définis par la classification par réallocation dynamique (kmeans)

(A) Valeurs des parameétres d’agrégation des barycentres pour chaque classe représentées
sous forme de tableau. Le nuancier de couleur utilisé va de -3 (rouge) a 3 (bleu) en passant

par 0 (blanc).

(B) Valeurs représentées sous forme de diagramme en radar, ordre des paramétres (en
partant du haut du diagramme et dans le sens des aiguilles d’'une montre) : Aire Min, T Aire
Min, Aire T2h, Aire T5h, Aire T10h, T ¥ Aire Min, Aire sous la courbe (AUC), Score de flush

assay pour 1, 3, 5 et 10 flushes.
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Ordre des classes (croissant)

B
Classes |Vitesse Amplitude Cohésion
1 (+++) (+++) (+++)
2 (—) (+/-) (+++)
3 () (++) (++)
4 (+) (+/-) ()
5 (+/-) () ()

Vitesse 1>4>5>3>2
Amplitude 1>3>4>2>5
Cohésion 1>2>3>4>5

Figure 73 : Compositions des 5 classes d’agrégation et représentation de leur « profil type »

sous forme de diagrammes en radar

(A) Résultat de la combinaison de la classification hiérarchique ascendante et de la
classification par réallocation dynamique.

(B) Profils types des 5 classes d’agrégation en termes de vitesse, d’amplitude d’agrégation et
cohésion des agrégats (a gauche) et comparaison des profils entre eux (a droite).
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d’agrégation de chaque classe basé sur des valeurs peut ainsi étre établi sous forme de
diagrammes en radar (Figure 72B) comme nous l'avons fait précédemment pour les
signatures d’agrégation de chaque lignée (Figure 65) et obtenir une représentation visuelle
qui résume toutes ces informations. Les signatures d’agrégation de chaque lignée ont été
confrontées au profil d’agrégation type de la classe a laquelle chaque lignée appartient

(Figure Annexe S3).

La forme et I'étalement des radars permet de vérifier I’éloignement des classes entre elles
indiqué par le dendrogramme, plus ils sont proches plus les classes qu’ils représentent ont
une distance interclasses faible (Figure 73A). La forme des diagrammes en radar du profil
d’agrégation de chaque classe ainsi que la comparaison les capacités agrégatives
(amplitude, vitesse et cohésion) des classes entre elles (Figure 73B) met bien en évidence les
profils extrémes des classes 1 : radar trés regroupé, fortes capacités d’agrégation et 5 : radar
trés étalé, faibles capacités d’agrégation avec 3 classes intermédiaires : leurs radars ont des
tailles intermédiaires mais différentes, mais aussi des formes différentes un autre signe de

variation de comportement agrégatif entre classes en plus de I'étalement du radar.

L’ensemble de ces résultats démontre que nous avons séparé les lignées cellulaires du panel
de 28 lignées en 5 classes d’agrégation aux profils marqués et distincts, profils que nous

avons caractérisés et mis en forme afin d’étre facilement distingués.

c) Etude de la proximité entre les parameétres d’agrégation

Pour mettre en relation la classification des lignées avec la classification des paramétres
d’agrégation nous avons réalisé une double classification hiérarchique en reprenant la
classification des lignées cellulaires et en la combinant avec la classification des paramétres
d’agrégation selon la méme méthode de classification (classification ascendante
hiérarchique). Le résultat se présente sous la forme de deux dendrogrammes, celui
correspondant a la classification des lignées en horizontal et celui correspondant a la
classification des parameétres a la verticale avec au centre la matrice des valeurs des
parameétres sous forme de heatmap (Figure 74). Cette double classification induit une
réorganisation des lignes (lignées) et des colonnes (paramétres). Elle permet de déterminer
qguels parametres sont les plus proches les uns des autres, comment ils varient et quel est

leur impact sur la classification des lignées. Nous pourrons notamment examiner si les
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Figure 74: Double classification des lignées cellulaires (individus) et des parametres

d’agrégation (variables) en dendrogrammes et image de la matrice des données au centre

sous forme d’une heatmap

Le nuancier de couleur est utilisé va de -3 (rouge) a 3 (bleu) en passant par 0 (blanc). Sur ce
nuancier est intégré un histogramme de répartition des valeurs présente sur la heatmap.
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parameétres décrivant les différents aspects de I'agrégation (vitesse, cohésion, cohésion) sont

liés entre eux.

L'examen du dendrogramme des parameétres d’agrégation montre que les parametres de
cohésion se séparent rapidement des paramétres de la dynamique d’agrégation. Les deux
parametres de temps sont les premiers a se distinguer (T Aire Min puis T % Aire Min). Le
parametre A min, principal indicateur de I'amplitude d’agrégation, se séparer ensuite des 4
parametres restants : Aire T2H, T5H, T10H et AUC qui sont les parameétres influencés a la fois
par la vitesse et 'amplitude d’agrégation. Les couples Aire T2H / Aire T5H et Aire T10H / AUC
sont les derniers a se séparer. On remarque que pour ces deux couples les 2 parametres
varient de maniére quasi identique selon les classes de lignées et sont donc tres liés. On en
conclut que les parameétres sont classés selon I'aspect de I'agrégation qu’ils décrivent ce qui
signifie qu’il n’y a pas vraiment de lien direct ou de corrélation entre les différents aspects de

I'agrégation.

d) Corrélation entre profil d’agrégation et propriétés des lignées cellulaires tumorales

Un des objectifs initiaux était de déterminer s'il existait une corrélation entre I'origine de la
lignée (type de tumeur), son lieu de prélevement (tumeur primaire ou métastase) et son

statut épithélial ou mésenchymateux et les capacités d’agrégation de cette lignée.

Nous avons donc classé les lignées cellulaires tumorales selon leurs classes d’agrégation
respectives et renseigné ces trois criteres (voir Figure 56) (source: Cancer Cell Line

Encyclopedia) (Figure 75).

Cette analyse montre qu’il est difficile de dégager des corrélations tres nettes. Chaque classe
est assez hétérogéne concernant les trois propriétés étudiées sauf la classe 2 : les 4 lignées
sont issues d’un site métastatique et ont un phénotype épithélial. On peut remarquer aussi
que les seules les lignées d’origine ovarienne et mammaire constituent la classe avec les plus
fortes propriétés agrégatives (classe 1) et que cette classe est dominée par les lignées
provenant de métastases. Mais cette constatation s'applique cependant aussi aux lignées de
la classe 5 qui est celle rassemblant des lignées aux plus faibles capacités agrégatives ... Nous
n’avons donc pas pu établir de lien entre les propriétés d’agrégation et 'origine des lignées

cellulaires ou leur statut épithélial ou mésenchymateux.
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Classe

Lignée

Type cancer |Site

1

KGN
KURAMOCHI
MCF7 ATCC
MCF7 ECACC
HS578T
OVCAR3

PEO4
PEO6
LNCAP CLONE FCG
T47D

Cov318
OAW28
BT549
H226
59M
H460
HCT116

H23
MDAMB436
DLD1

H522

A549
Ccov434

COLO205
SW620
HT29
COov362
MDAMB231

oV Ovarien
Mammaire
Prostatique
Pulmonaire
CR Colorectal

Tumeur Primaire
Métastase

B cpithiial

E-M  Epithélio-mésenchymateux

Mésenchymateux

Figure 75: Propriétés des lignées cellulaires du panel selon leur classe d’agrégation

d’appartenance respective

Pour chaque lignée est indiqué le type de cancer dont elle est issue, si elle provient d’une
tumeur primaire ou d’un site métastatique, et son phénotype : épithélial, mésenchymateux
intermédiaire (épithélio-mésenchymateux) (source : Cancer Cell Line Encyclopedia)
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e) Discussion

Les résultats que nous venons de présenter décrivent la mise en place d’une classification
d’un large panel de lignées cellulaires tumorales selon leurs propriétés d’agrégation en
conditions ancrage-indépendantes. Cette classification prend en compte les notions
d’amplitude et de vitesse d’agrégation (dynamique d’agrégation) et de cohésion des
agrégats (flush assay). A notre connaissance ce type de classification n’a jusqu’ici pas été
décrit dans la bibliographie, les études existantes se focalisant plutét sur la morphologie

finale des agrégats uniquement (Kenny et al., 2007; Selby et al., 2017).

Nous avons pu observer toute la variété de comportement au cours du processus
d’agrégation aussi bien d’un point de vue dynamique que cohésif. Il n’y a pas de
comportement binaire avec soit des lignées qui agregent beaucoup soit des lignées qui
n’agregent pas du tout, le comportement du panel de lignées est beaucoup plus varié et

nuanceé .

On peut également noter que les lignées COLO205 et HT29 ont un comportement trés
particulier avec des agrégats qui atteignent une aire minimale puis ré augmente en taille. Ce
comportement est tout a fait similaire a celui observé avec les cellules HCT116 traitées avec
I'anticorps P-cadhérine (Figure 46), on peut alors formuler les mémes hypothéses (voir
pages 113-114). Cette ré augmentation pourrait étre due a une importante prolifération
cellulaire qui se traduit directement sur la courbe d’agrégation. Dans ce cas-la les
parameétres tels que l'aire minimale et le temps de demi-agrégation maximale seraient
faussés par cette prolifération précoce comparée aux autres lignées. La durée du cycle
cellulaire de ces lignées est pourtant assez long : 23,8h (COLO205) et 19,5h (HT29) (source :
National Cancer Institute Developmental Therapeutics Program). Cependant ces chiffres ont
été obtenus en cultivant ces cellules en condition monocouche. Un comptage cellulaire au
cours de l'agrégation permettrait de vérifier cela. On peut aussi émettre I’hypothese d’une
déstructuration des cellules au bout d’un certain temps au cours de I'agrégation car elles ne
parviennent pas a plus se structurer. A notre connaissance de tels comportements n’ont
jamais été décrits. La encore un comptage cellulaire permettrait de tester cette hypothese.
Si elle se vérifiait il serait trés intéressant d’étudier les mécanismes et les causes d’une telle

déstructuration en plein processus d’agrégation ...
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Les travaux de Gencoglu et al. (2018) démontrent I'impact de la méthodologie utilisée pour
faire agréger des lignées cellulaires tumorales sur les capacités d’agrégation mais aussi de
maniére plus inattendue sur le profil transcriptomique. Cela prouve I'importance d’utiliser
un méme protocole pour tester et comparer les propriétés d’agrégation de plusieurs lignées
cellulaires tumorales tel qu’ils ont pu le faire et tel que nous I'avons réalisé. Cela signifie
également que les profils d’agrégation que nous avons déterminés avec les lignées
cellulaires tumorales sont valables avec le protocole que nous avons utilisé mais pourraient
étre différents avec une autre méthodologie.

Il serait intéressant d’étudier et comprendre comment ces différences de dispositifs et de
protocoles influent a ce point sur les capacités d’agrégation des cellules, allant jusqu’a

modifier I'expression de protéines de jonctions cellule-cellule notamment.

Les parametres d’agrégation que nous avions définis en amont ce sont montrés satisfaisant
pour décrire les propriétés agrégatives de I'ensemble des lignées. Les scores de flush assay
présentant une variabilité importante, probablement due au protocole expérimental, il
serait souhaitable de mettre en place un comptage automatisé du nombre de cellules isolées
a I'aide d’un microscope et de traitement d’image. On pourrait également implémenter
d’autres paraméetres notamment pour décrire la cohésion et la structuration des agrégats en

complément du flush assay (circularité de I'agrégat, niveau d’organisation en 3D, ...)

A l'aide d’une combinaison de deux techniques de classification nous avons pu définir 5
grandes classes d’agrégation, ce qui signifie que malgré la variabilité des parameétres
d'agrégation des lignées partagent des propriétés d’agrégation comparables. Nous avons pu
identifier un nombre de classes exploitable avec des effectifs équilibrés et des profils
d’agrégation bien marqués, variés et distincts les uns des autres. On observe des profils
d’agrégation « extrémes » : une importante dynamique d’agrégation (vitesse et amplitude)
et une trés forte cohésion (classe 1), ou a I'opposé une faible dynamique d’agrégation et une

tres faible cohésion (classe 5) ; et des profils intermédiaires pour les autres classes (2, 3 et 4).

La diversité des profils de ces 5 classes suggere que les aspects de cohésion, vitesse et
amplitude qui déterminent ces profils sont assez indépendants. Il n'y a pas de corrélation
claire et des lignées avec des dynamiques d’agrégation trés différentes ont une cohésion

identique ou encore des lignées avec des amplitudes d’agrégation comparables et une

168




cohésion trés différente. Ce constat ouvre des perspectives et des questions que nous
n’avions pas envisagées au début de ce projet : pourquoi ces aspects de |'agrégation sont
indépendants ? Des mécanismes différents sont-ils responsables de cette indépendance ? Si

oui quels sont ces mécanismes ?

Nous avons tenté de déterminer si 'origine de la lignée (type de tumeur), son lieu de
prélevement (tumeur primaire ou métastase) et son statut épithélial ou mésenchymateux
étaient avaient un impact ou du moins étaient corrélés aux capacités d’agrégation de cette
lignée. Nous n'avons observé aucune corrélation claire pour aucune de ces trois
caractéristiques, ce qui indique que des lignées avec des caractéristiques identiques peuvent

avoir des profils d’agrégation tres différents.

En conclusion, a partir du panel de lignées cellulaires tumorales utilisé, nous avons
démontré une grande variabilité des capacités agrégatives et I’avons utilisée afin d’établir
5 grandes classes. Cette classification peut maintenant étre utilisée pour des études de
corrélation avec la tumorigénicité, le potentiel métastatique. Nous pourrons avoir recours
au data mining notamment pour combiner cette classification avec les données
d’expression transcriptomique de chacune des lignées. Nous envisagerons dans un premier
temps de cibler des protéines qui pourraient avoir un réle dans |’'agrégation de par leurs
fonctions connues: « adhésome » (ensemble de protéines impliquées dans |'adhésion
cellulaire, Stadler et al.), protéines régulatrices du cytosquelette, marqueurs épithéliaux
membranaires, marqueurs de la transition épithélio-mésenchymateuse. L’outil CellMiner
CDB met a disposition I'expression transcriptomique de lI'ensemble des geénes pour de
nombreuses lignées cellulaires dont les lignées que nous avons sélectionnées font partie

(Cell Miner CDB, Cancer Cell Line Encyclopedia, Barretina et al., 2012).

Avec la classification et ces données d'expression plusieurs explorations sont possibles :
- classer de la méme maniere les lignées selon leur transcriptome et comparer cette
classification a celle faite avec les paramétres d’agrégation afin de voir s’il y a des similitudes

et ainsi observer une corrélation entre profil d’expression et profil d’agrégation,
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- observer si dans une méme classe les lignées n‘ont pas en commun une ou plusieurs
protéines (ou un type de protéines ayant une méme fonction) exprimées de maniere
comparable et pourraient étre responsables des capacités d’agrégation semblables de ces
lignées,

- comparer entre classes d’agrégation si une ou plusieurs protéines (ou un type de protéines
la aussi) ne sont pas sur- ou sous-exprimées par les lignées d’une classe comparé aux lignées
des autres classes et pourraient ainsi contribuer aux différences de capacité d’agrégation
entre les classes. Par exemple dans une classe « A » composée de lignées qui agregent
fortement on pourrait identifier une protéine surexprimée par ces lignées comparé a des
lignées qui agregent beaucoup plus faiblement et sont rassemblées dans une autre classe
« B » et cette surexpression pourrait expliquer que les lignées de la classe « A » agregent
plus que celles de la classe « B » de maniére analogue a la plakoglobine pour les clusters de
cellules tumorales circulantes et les cellules tumorales circulantes isolées (Aceto et al.,

2014).

En plus de I'approche de type data mining, I'approche candidat est aussi possible bien sar, il
serait possible d’étudier en particulier si une protéine d’intérét n’est pas exprimée de

maniére différentielle dans une des classes d’agrégation comparée aux autres.
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CONCLUSION ET DISCUSSION GENERALE

1) Ciblage thérapeutique des métastases : un enjeu majeur

La formation de métastases est un processus trés peu efficace (Chambers et al., 2002; Weiss,
1990). Il a été démontré que lors de l'injection de cellules tumorales dans la circulation
sanguine d’un modeéle murin, seules 0,02% des cellules injectées conduisent a la formation
et la croissance de métastases (Luzzi et al., 1998). Cependant lorsque le processus de
métastase va a son terme, le pronostic devient trés péjoratif pour les patients (Eccles et

Welch, 2007; Gupta et al., 2005).

Les métastases étant la plus importante cause de mortalité, (90% des décés attribués au
cancer (Chaffer et Weinberg, 2011; Steeg, 2006), par conséquent, empécher leur apparition
représenterait une trés grande avancée thérapeutique. Comparé aux tumeurs primaires,
leur traitement est difficile car la chirurgie est souvent impossible, la population de cellules
métastatiques est trés hétérogéne et donc difficile a cibler efficacement. De plus les
traitements dirigés contre les tumeurs primaires peuvent ne pas fonctionner voir méme
induire une résistance et favoriser le développement métastatique, comme le paclitaxel
(Volk-Draper et al., 2014) ou le cisplatine (Gunjal et al.,, 2015), dans certains cas. Des
stratégies thérapeutiques sont en cours de développement et ciblent notamment les
interactions entre les cellules métastatiques et leur microenvironnement au moment de la

colonisation (Steeg, 2016) mais a I’heure actuelle les alternatives efficaces manquent.

Le développement de nouvelles stratégies de ciblage passe par une meilleure
compréhension des mécanismes impliqués dans |'apparition de métastases. Parmi ces
mécanismes, |'agrégation collective de cellules cancéreuses et le maintien de leur cohésion
en conditions ancrage-indépendantes est un phénomeéne important durant le processus
métastatique. De nombreuses études tentent d’en comprendre les mécanismes comme

nous avons pu le voir en introduction de notre manuscrit.

Nos travaux de thése ce sont appuyés sur un essai in vitro pour poursuivre les travaux
antérieurs du laboratoire (Saias et al., 2015) et étudier le réle de différentes protéines de
jonctions cellulaire dans I’agrégation cellulaire tumorale (Gava et al., 2018). Nous avons

également analysé les propriétés agrégatives de plusieurs lignées cellulaires tumorales, ce
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qui nous a permis de définir des classes d’agrégation bien distinctes regroupant des lignées

aux propriétés similaires.

Ces résultats viennent enrichir nos connaissances sur les mécanismes d’agrégation cellulaire
tumorale en conditions ancrage-indépendantes, mais posent également de nombreuses
guestions. Quelle est la relevance in vivo des mécanismes et acteurs identifiés ? Quels autres
mécanismes régulateurs sont impliqués ? En quoi les propriétés d’agrégation de cellules

tumorales pourraient impacter la progression tumorale ?

2) Impact des régulateurs et des capacités d’agrégation sur la progression

tumorale

a) Les régulateurs de I’agrégation cellulaire

Nous avons mis en évidence le rble des jonctions gap et de la P-cadhérine sur I'agrégation,
confirmant que de nombreuses protéines de jonctions sont impliquées dans ce processus. Il
est intéressant de constater que ces protéines peuvent agir a différentes étapes avec en

particulier les jonctions gap qui semble avoir un réle dans les étapes les plus précoces.

La poursuite de I'exploration du réle d'autres protéines de jonctions serait bien s(r d’intérét
notamment les protéines de jonctions serrées (Kemmner et Zaar, 1991). Et ce aussi bien
pour les protéines transmembranaires que les protéines intermédiaires qui font le lien entre

ces protéines et le cytosquelette.

Les données décrites dans la littérature sur les clusters et les premiers résultats obtenus
avec l'essai d’agrégation (implication de protéines transmembranaires calcium-
dépendantes) nous ont orienté en priorité vers |'étude des jonctions épithéliales
« classiques »:  jonctions adhérentes (cadhérine), desmosomes (desmogléines,

desmocollines), jonctions gap (connexines) et jonctions serrées (claudines, occludine).

Cependant d’autres types de glycoprotéines transmembranaires d’adhésion (CAM : Cell
Adhesion Molecules) existent et leur implication pourrait également faire I'objet d'étude :
intégrines (domaine de liaison LVD, (Humphries et al., 2006), sélectines (Kedmi et Peer,

2016), mucines (Hollingsworth et Swanson, 2004) et protéines d’adhésion cellulaire
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« Immunoglobuline-like » (IgCAMs, Wai Wong et al., 2012). Il a ainsi déja été démontré le
role de l'interaction entre MUC-1 (mucine) et la galectine 3 dans I'agrégation de cellules
tumorales colorectales (Zhao et al., 2010) ainsi que le réle de PECAM-1 (IgCAM) dans
I’agrégation de cellules tumorales pulmonaires (X. Zhang et al., 2010).

Les constituants du cytosquelette doivent étre également considérés. Les travaux antérieurs
de I'équipe ont clairement mis en avant la dualité entre I'adhésion cellulaire et la tension
générée par le cytosquelette. On peut se demander a quel point cette tension corticale peut
jouer sur l'agrégation des cellules et s'interroger sur |'existence d'une différence entre la
tension corticale des cellules de clusters et les CTC isolées ?

Le cytosquelette est également fondamental pour la formation et la stabilité des jonctions
intercellulaires. Ainsi, le cytosquelette d'acto-myosine participe a la formation des jonctions
gap, des jonctions adhérentes et joue un réle important dans 'agrégation cellulaire tumorale
in vitro. Son réle in vivo reste cependant a explorer.

I n'y par contre actuellement pas de données sur une éventuelle contribution du
cytosquelette microtubulaire dans la formation des clusters. Nous avons testé |'effet de sa
déstructuration par une approche pharmacologique sur I’agrégation des cellules colorectales
(HCT116) et mammaires (MCF7) et n’avons constaté aucun effet (résultats non-montrés).

En ce qui concerne les filaments intermédiaires, les travaux de Cheung et al. ont mis en
évidence l'importance de la cytokératine 14 dans la présence de clusters de CTC. Ces
résultats concordent avec l'implication des desmosomes (Aceto et al.,, 2014) dans la
formation de clusters et sont tres intéressant car les desmosomes se lient a la cytokératine

pour se former et se stabiliser (Magin et al., 2007).

L’agrégation tumorale pourrait étre régulée par d’autres fonctions / voies de signalisation
cellulaires comme la prolifération et le cycle cellulaire. Nous avons précédemment évoqué
les liens entre le cycle cellulaire et E-cadhérine (Mueller et al., 2000; St Croix et al., 1998). Or
il a été démontré que les cellules de clusters ne proliféraient pas contrairement aux CTC
isolées (Krebs et al., 2014; 2012). De nombreux traitements ciblant le cycle cellulaire étant

utilisés en thérapie, un lien de cette nature pourrait ouvrir de nombreuses perspectives.

De méme l'implication de la voie de signalisation de I'EGFR (Epidermal Growth Factor
Receptor) dans l'agrégation ancrage-indépendante a récemment été identifiée in vitro

(Rayavarapu et al., 2015).
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Bien que I'on puisse identifier de nouveaux régulateurs parmi les exemples cités ci-dessus, et
guel que soit leur nature, leur effet sur I'agrégation passera forcément par la régulation des
protéines de jonction cellule-cellule car ce sont les effectrices de I'agrégation. Par exemple
les travaux de Zhao et al. montrent que le réle de MUC-1 et de la galectine 3 passent par une

meilleure exposition de la E-cadhérine a la surface des cellules.

Qu’ils soient identifiés ou non, il semble de plus en plus évident que de nombreux
régulateurs contribuent aux propriétés agrégatives des cellules tumorales, peut-il y avoir un
lien entre ces propriétés et la progression tumorale, et plus particulierement le potentiel

métastatique ?

b) Quel modeéle de lignée cellulaire ?

Comme l'ont illustré les résultats obtenus avec la P-cadhérine, il y a des différences dans
I'implication d’une protéine dans I'agrégation selon le type de cellules tumorales. De plus
I’expression d’une protéine de jonction ne signifie pas qu’elle participe a I'agrégation. Ces
protéines peuvent tout de méme contribuer conjointement a 'agrégation et compenser
I’'absence d’une autre. Une des raisons de cette compensation pourrait étre le fait qu’il y ait
plusieurs types protéines transmembranaires et intermédiaires pour chaque jonction et
certaines peuvent contribuer a plusieurs type de jonction telles que la plakoglobine (Gosavi
et al.,, 2011) ou la protéine ZO-1 (Maiers et al., 2013). Cette redondance peut rendre
complexe lidentification de chaque protéine impliquée et explique les difficultés
rencontrées lors de nos expérimentations. Les cellules que nous avons utilisées proviennent
soit d’une tumeur primaire soit d’'un site métastatique ce qui veut dire gu’elles se sont
développées dans un tissu. Les clusters de cellules circulantes eux, selon I’hypothese la plus
soutenue dans la bibliographie, se détachent de la tumeur primaire sous forme d’un groupe
de cellules. Pour cela ces cellules doivent perdre I'expression de protéines de jonctions pour
se détacher mais continuer d’en exprimer certaines pour pouvoir rester sous forme de
clusters. Cela signifie que les cellules contenues dans ces clusters ne possedent plus (ou
beaucoup moins) cette redondance de protéines de jonction et beaucoup plus sensibles a

I'inhibition d’une de ces protéines. Cette hypotheése, si elle se vérifiait, impliquerait qu’il
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faille travailler avec des cellules plus proches du profil des cellules retrouvées dans les
clusters.

Il serait tres pertinent d’établir des lignées cellulaires cultivables in vitro a partir de cellules
issues exclusivement de clusters isolés a partir de prélevement sur des patients comme cela
a été récemment réalisé, mais a partir de CTC isolées (Cayrefourcq et al., 2015; Grillet et al.,
2017; Yu et al., 2014). Cela permettrait de comparer leur profil d’expression (de protéines de
jonctions intercellulaires notamment) a celui des lignées cellulaires « classiques » et de voir
si une de ces lignées pourrait étre représentative des lignées de clusters. Dans de récents
travaux Lim et al. (2016) ont réussi a cultiver ex vivo des cellules issues spécifiquement de

clusters (cancer pancréatique) sans avoir établi de lignée stable cependant.

Le réle des jonctions cellulaires est prépondérant dans la progression tumorale mais peut
étre completement différent selon le stade tumoral et le contexte. A ce stade précis de la
progression tumorale, une surexpression d’une protéine de jonction cellule-cellule dans des
clusters de CTC pourrait étre prédictive d’'un important risque métastatique et d’une

progression péjorative de la maladie a I'instar de ce qui a été démontré avec la plakoglobine.

Concernant les connexines si leur role a déja été démontré dans I'apparition de métastases
(Q. Chen et al., 2016; Lin et al., 2002), leur présence et leur role n’a pas encore été mis en
évidence dans les clusters de cellules tumorales circulantes (CTC). Il serait prometteur
d’observer une expression de connexine dans les futures études de transcriptomique de

clusters de CTC.

c) Diversité des capacités d’agrégation des cellules tumorales

La classification des lignées en fonction de leurs propriétés d’agrégation que nous avons
réalisée montre que des lignées cellulaires tumorales issues d’ascites ou d’un site
métastatique et au profil mésenchymateux peuvent tout de méme avoir des propriétés
d’agrégation trés importantes. Ces observations sont en corrélation avec le profil des
clusters de CTC qui présentent des marqueurs mésenchymateux tout en conservant des
propriétés d’adhésion cellule-cellule (Yu et al., 2013) et les notions d’EMT partiel que nous

avons exploré en introduction.
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Comme nous l'avons évoqué plus t6t dans cette discussion, il serait tres intéressant de
disposer de lignées cellulaires exclusivement issues de CTC isolées ou exclusivement issues
de clusters de CTC afin de quantifier leurs propriétés d’agrégation et de les inclure dans
notre classification. Cela permettrait en premier lieu de déterminer si, comme on pourrait le
supposer, les cellules issues de clusters agrégent mieux que les autres. On pourrait
également comparer les profils d’agrégation de ces deux types de cellules a ceux des lignées
cellulaires tumorales que nous avons déja caractérisées. Si des similitudes apparaissent, il

serait alors judicieux d’approfondir cette comparaison au niveau transcriptomique.

d) Lien entre propriétés d’agrégation et potentiel métastatique

De récentes expériences (Aceto et al., 2014; Cheung et al., 2016; Maddipati et Stanger, 2015)
suggerent que les clusters de cellules tumorales circulantes ne se forment pas dans la
circulation sanguine a partir de CTC isolées mais se détachent directement de la tumeur
primaire. Hong et al. (2016) ont confirmé cette hypothése en mimant le flux sanguin dans un
modele in vitro et ont observé que cela empéchait I'agrégation cellulaire. Cependant ils
évoquent la possibilité qu'une telle agrégation cellulaire de CTC isolées soit tout de méme
possible dans des conditions particulieres: la circulation lymphatique, des sites
inflammatoires tels que dans la zone péri-tumorale et les ascites ou encore lorsque des CTC

sont piégées dans des petits vaisseaux.

La difficulté de vérifier ces hypotheses réside dans la complexité d’imager in vivo et en
temps réel de tels événements. Dans de récents travaux (Beerling et al., 2016) ont pu étudier
in vivo ce phénomeéne d’échappement de cellules cancéreuses depuis une tumeur primaire
mammaire sur un modele murin a I'aide d’imagerie intravitale. Cette étude, qui s’intéressait
également au statut épithélial ou mésenchymateux des cellules s’échappant de la tumeur
primaire, n’a pas pu mettre en évidence (par image) I'échappement de clusters depuis la
tumeur primaire dans ce modéle, mais seulement des flux de cellules isolées quittant la
tumeur. Cependant I'’émergence de ce type de technologie expérimentale devrait permettre

a terme de mieux comprendre |'origine et la formation de ces clusters.

Si I'essai utilisé dans notre étude ne mime pas totalement les conditions de formation

majoritaires des clusters de CTC, pour caractériser les propriétés agrégatives des lignées
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cellulaires tumorales nous avons choisi des parameétres qui peuvent a la fois rendre compte
du comportement des cellules in vitro et avoir du sens par rapport au contexte in vivo. On
peut supposer que plus des cellules agregent vite et de maniére importante (in vitro) et plus
elles ont des mécanismes d’agrégation importants et seraient donc capables de former des
clusters (in vivo). De la méme maniere si I'on fait a nouveau le paralléle avec le contexte in
vivo, plus des cellules agregent de maniére cohésive in vitro plus elles auraient de chances
de résister aux forces de cisaillement du flux sanguin et autres stress physiques pouvant étre

générés par la circulation sanguine.

On peut ainsi se demander s’il y a un lien entre les propriétés d’agrégation, la dynamique de

formation et la cohésion des clusters et le potentiel métastatique in vivo.

On sait que les clusters retrouvés in vivo peuvent étre assez déformables, les travaux d’Au et
al. démontrent que jusqu’a 20 cellules, un cluster peut totalement se déformer pour passer
dans des capillaires de faible diametre (Au et al., 2016). La littérature sur les dispositifs
d’isolation et de récupération des CTC indiquent cependant que les clusters sont assez
fragiles et peuvent étre dissociés (Aceto et al., 2014). On peut ainsi considérer que les
clusters sont tout de méme assez cohésifs car ils résistent aux contraintes physiques

rencontrées dans la circulation sanguine.

Plusieurs études rapportent l'utilisation de clusters formés in vitro a partir de lignées
cellulaires tumorales (Aceto et al., 2014; Cheung et al., 2016; Wei et al., 2018) et injectés
dans des modeles murins ou ils sont capables d’induire des métastases et donc utilisés pour
mesurer le potentiel métastatique. Pour explorer plus avant le lien éventuel entre la
cohésion des clusters et le potentiel métastatique, nous pourrions reprendre cette stratégie
expérimentale. On pourrait ainsi envisager d’injecter dans des modeles murins des agrégats
de lignées représentatives du panel que nous avons étudié et qui ont des niveaux de
cohésion trés différents. Une telle approche permettrait d'examiner si I'on observe une
différence de potentiel métastatique en fonction d'un niveau de cohésion objectivement

quantifié.

Selon les résultats il pourrait s’avérer intéressant de cibler cette cohésion ou bien de la
déterminer pour s’en servir d’indicateur si un lien direct était établi entre la cohésion des

cellules d’un cluster et leur potentiel métastatique.
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3) Enjeux et perspectives

Considérant le potentiel métastatique des clusters de CTC que nous avons décrit en
introduction, les enjeux de travaux visant a mieux les caractériser sont considérables a plus
d’un titre. En plus des perspectives de ciblage thérapeutique, cette caractérisation revét
également un intérét potentiel pour le suivi de I'avancement de la maladie et la mesure de

I’efficacité d’un traitement.

Dans I'optique de développer ces différentes perspectives, la poursuite de I'identification de
bio marqueurs tels que la cytokératine 14 et la plakoglobine s’avere cruciale. En effet les
deux principales stratégies envisageables pour cibler les clusters sont (i) d’empécher leur
formation et leur échappement depuis la tumeur primaire, ou (ii) de parvenir a les dissocier
une fois qu’ils ont atteint la circulation. Dans les deux cas, il est nécessaire de mieux

comprendre leurs mécanismes de formation et de maintenance dans la circulation.

L'émergence de travaux tels que ceux travaux de Choi et al. (2015) visant a provoquer la
dissociation des clusters et ainsi limiter leur potentiel métastatique a I'aide d’agents
pharmacologiques (I'urokinase dans cette étude), sont prometteurs d’un point de vue
thérapeutique. Ces résultats sont une premiére étape importante mais nous sommes encore
loin d’'une application chez les patients. Il sera cependant nécessaire d’étre extrémement
vigilant quant a de potentiels effets adverses de tels agents « thrombolytiques » sur la
progression de la maladie chez les patients : I'induction d’un plus important relargage /
échappement de cellules tumorales depuis la tumeur primaire dans la circulation par

exemple.

Nous n’avons volontairement pas évoqué les microemboli tumoraux circulants (CTM :
circulating tumor microemboli) décrits en introduction qui sont des clusters de CTC agrégés
avec des cellules non-tumorales (plaquettes, cellules stromales et hématopoiétiques, Dive et
Brady, 2017). Cela ajoute encore un niveau de complexité supplémentaire et pose de
(nombreuses) autres questions, par exemple : comment et a quel moment se font ces
interactions entre cellules tumorales et non-tumorales ? Quels sont les mécanismes
impliqués ? Quelle est la part de clusters de CTC sans cellules non-tumorales et la part de

CTM, ont-ils des potentiels métastatiques différents ? Il ne fait aucun doute qu’il faudra
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également considérer et étudier ces phénomenes car l'interaction avec des cellules non-
tumorales a de nombreux effets sur les clusters comme I’échappement a I'anoikis et au
systéme immunitaire, la protection physique et la stimulation des cellules tumorales, et sont

donc susceptibles d’influencer le potentiel métastatiques des CTM.

Les techniques d’isolation de clusters de CTC a partir de la circulation étant de plus en plus
développées et performantes (Au et al.,, 2017; Sarioglu et al., 2015) pourraient a I'avenir
permettre |'établissement de lignées cellulaires a partir de cellules issues exclusivement de
ces clusters ou du moins la possibilité de les conserver et la culture ex vivo de ces nouveaux
modeles en conditions ancrage-indépendantes dans des essais tel que celui que nous avons

développé.

Ces progres méthodologiques devraient permettre d’acquérir une connaissance suffisante
des mécanismes de formation et de maintien des clusters de CTC pour développer des
stratégies thérapeutiques efficaces visant a les éliminer. Cela constituerait une avancée
majeure dans le ciblage de cette étape critique de la progression tumorale qu’est la

dissémination de cellules tumorales.
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MATERIEL et METHODES

La partie Matériel et Méthodes concernant les expériences réalisées dans I'article sur les

jonctions gap n’a pas été détaillée ici (voir article).

1) Culture cellulaire

Toutes les lignées utilisées ont été cultivées dans une atmosphére humide a 5% de CO2 et a

37°C, en plague 6 puits ou boite T25 (Falcon) avec les milieux indiqués dans le tableau

suivant :

Origine de la tumeur primaire | Lignée cellulaire |Milieu de culture employé Source
Ovarienne 59M DMEM, 20IU/L Insuline (0,14uM), SVF 10%, P/S 1% ECACC
Ovarienne COV318 DMEM, SVF10%, P/S 1% ECACC
Ovarienne COV362 DMEM, SVF10%, P/S 1% ECACC
Ovarienne Cov434 DMEM, SVF10%, P/S 1% ECACC
Ovarienne KGN DMEM/F12 1/1, SVF 10%, P/S 1% RIKEN CELL BANK
Ovarienne Kuramochi RPMI1640, SVF 10%, P/S 1% JCRB CELL BANK
Ovarienne 0AW28 DMEM, 20I1U/L Insuline, SVF 10%, P/S 1% ECACC
Ovarienne OVCAR3 RPMI1640, SVF 10%, P/S 1%, Insuline 1,75uM (10pug/mL) ATCC
Ovarienne PEO4 RPMI1640, SVF 10%, P/S 1% ECACC
Ovarienne PEO6 RPMI1640, SVF 10%, P/S 1% ECACC
Pulmonaire A549 RPMI1640, SVF 10%, P/S 1% ATCC
Pulmonaire H23 RPMI1640, SVF 10%, P/S 1% ATCC
Pulmonaire H226 RPMI1640, SVF 10%, P/S 1% ATCC
Pulmonaire H460 RPMI1640, SVF 10%, P/S 1% ATCC
Pulmonaire H522 RPMI1640, SVF 10%, P/S 1% ATCC
Colorectale COLO205 RPMI1640, SVF 10%, P/S 1% ATCC
Colorectale DLD1 RPMI1640, SVF 10%, P/S 1% ATCC
Colorectale HCT116 DMEM, SVF 10%, P/S 1% ATCC
Colorectale HT29 DMEM, SVF 10%, P/S 1% ATCC
Colorectale SW620 RPMI1640, SVF 10%, P/S 1% ATCC
Mammaire BT549 RPMI1640, SVF 10%, Insuline 0,023 IU/mL (0,16uM), P/S 1% ATCC
Mammaire MCF7 ATCC RPMI1640, SVF 10%, Insuline 1uM, P/S 1% ATCC
Mammaire MCF7 ECACC DMEM, SVF 10%, P/S 1% ECACC
Mammaire MDAMB231 DMEM, SVF 10%, P/S 1% ATCC
Mammaire MDAMB436 DMEM, SVF 10%, Insuline 0,01mg/mL (1,75uM),P/S 1% ATCC
Mammaire Hs578T DMEM, SVF 10%, Insuline 0,01mg/mL (1,75uM), P/S 1% ATCC
Mammaire T47D RPMI1640, SVF 10%, Insuline 0,2Units/mL (1,435uM), P/S 1% |ATCC
Prostatique LNCaP clone FCG [RPMI1640, SVF 10%, P/S 1% ATCC

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, high glucose, Glutamax

DMEM/F12 1/1: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/ Ham's F-12 Nutrient Mix

RPMI1640: Roswell Park Memorial Institute 1640

Les milieux de culture, le sérum de veau foetal (SVF 10%) et la pénicilline/streptomycine (P/S

1% - 100U/mL) proviennent de Gibco, Life Technologies et I'insuline de Sigma-Aldrich.

ATCC: American Type Culture Collection

ECACC: European Collection of Authenticated Cell Cultures
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Remarque : Pour toutes les expériences réalisées avec des cellules cultivées ainsi en
monocouche, les cellules ont été utilisées avant d’atteindre au maximum une confluence de

80%.

2) Essai d’agrégation

a) Préparation des cellules

Concernant les essais d’agrégation relatifs a la partie sur les jonctions gap, le protocole est

détaillé dans la partie Matériel et Méthodes de I'article.
Pour les autres parties des résultats le protocole est sensiblement le méme.

Les cellules ont été cultivées en condition monocouche jusqu’a 70-80% de confluence avant
d’étre décollées (incubation 2 minutes a 37°C en présence de Trypsine 0,05% - EDTA
0,53mM ; Gibco, Life technologies) puis comptées. 500 cellules dans 100uL de milieu ont été
ensemencées dans les 60 puits centraux de plaques 96 puits a fond rond traitées pour
empécher I'adhésion des cellules (Ultra-low attachement round bottom 96 wells plates,

Corning, Costar).

L’essai d’agrégation est lancé entre 30 et 45 minutes aprés la derniere centrifugation, ce
délai correspond au temps nécessaire pour installer la plague 96 puits dans I’enceinte sous le
vidéomicroscope et d’enregistrer la position de chaque puit qui va étre suivi durant I'essai
(jusgu’a 60 puits pour une expérience). La durée du délai dépend du nombre de puits, cette

durée est identique pour les réplicas d’'une méme expérience.

Pour la PARTIE 1 des résultats les cellules MCF7 ont été placées dans le meme milieu que
pour la partie jonctions gap : DMEM-F12 (Gibco, Life technologies), insuline 1 umol/L, beta-
oestradiol 10 nmol/L, epidermal growth factor 20 ng/mL (Invitrogen), complément B-27 (1X,
Invitrogen) et 1% penicilline/streptomycine (100 U/mL, Gibco, Life technologies) et les
HCT116 et les T47D dans leur milieu de culture (voir tableau ci-dessus). Les cellules sont
centrifugées 2 fois 2 minutes a 200g (en tournant la plague de 180° entre les deux
centrifugations). Pour les expériences d’agrégation avec des anticorps, ceux-ci ont été

ajoutés au moment de I'ensemencement des cellules dans les plagues 96 puits juste avant la
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centrifugation (références des anticorps dans la section « Détection de Cx43, E-cadhérine et

P-cadhérine par cytométrie de flux »)

Pour la PARTIE 2 des résultats toutes les cellules ont été placées dans le méme milieu :
DMEM, SVF 10%, P/S 1%. Les cellules ont été centrifugées 2 fois 2 minutes a 300g cette fois-
ci (en tournant la plaque de 180° entre les deux centrifugations), 200g étant insuffisant pour

bien rassembler les cellules de certaines lignées cellulaires.

b) Acquisition des images par vidéomicroscopie

Apres la centrifugation la plaque 96 puits a été placée sous un microscope qui posséde un

module de controle température et CO2 (atmosphére humide a 5% de CO2 et a 37°C).

La méthode d’acquisition est basée sur nos précédents articles (Saias et al.. 2015, Gava et al..
2018), I'agrégation des cellules est suivie par vidéomicroscopie avec acquisition d’images a
intervalles réguliers. Les images ont été acquises avec deux microscopes inversés a champ
large Zeiss Z1 Observer Axio équipés d’un objectif 0,3 N.A 10X et une caméra EZ HQ2
CoolISNAP CDD (Roper Scientific) pour le premier microscope et une caméra Axiocam 506
(Zeiss) pour le second. Les acquisitions ont été réalisées en lumiere transmise durant 10, 20
ou 24 heures selon les expériences avec une acquisition de chaque puits toutes les 15
minutes. A chaque temps pour chaque position une pile d'images est acquise sur une
profondeur de 160um avec un espace de 20um entre chaque image (9 images obtenues)

avec les logiciels MetaMorph ou Zen (Zeiss).

c) Traitement des images et quantification

Pour traiter les images obtenues au cours des essais d’agrégation, suivre et mesurer |'aire
des cellules au cours du temps un algorithme basé sur un code MATLAB a été développé et
spécialement optimisé pour les lignées MCF7 et HCT116 dans la PARTIE 1 des résultats dont

le principe est détaillé dans la partie Matériel et Méthodes de I'article.

Concernant la PARTIE 2 des résultats nous avons analysé un nombre conséquent de lignées
cellulaires tumorales tres différentes les unes des autres. Il a fallu développer un nouvel
algorithme permettant une segmentation correcte de I'aire occupée par les cellules au cours
de I'agrégation et ce pour toutes les lignées utilisées. L'objectif reste le méme, extraire I'aire

projetée des cellules lorsqu’elles agrégent au cours du temps pour quantifier ce processus.
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Cet algorithme de segmentation a été développé a I'aide de Matlab R2018a (avec les toolbox
“Image Processing” et “Parallel Computing”) par Renaud Morin (collaboration avec la
société IMACTIV-3D), voici les principales étapes :

- Pour chaque puit / position contenant un agrégat et a chaque temps une fusion de la pile
d’images acquises (voir plus haut) a été réalisée pour obtenir une seule image nette. Ce
procédé est basé sur un filtre de type Laplacien du Gaussien lissé suivi d’un mélange
Gaussien des pixels acquis sur les différents plans focaux.

- Le signal correspondant a l'arriere-plan de l'image est déterminé par une technique
d’ouverture morphologique et soustrait.

- Un filtre gaussien et un ajustement de 'intensité (égalisation d’histogramme sur l'intensité
des pixels pour obtenir une saturation de 1% des valeurs extrémes), suivi d’un seuillage
simple, sont ajoutés pour générer un masque correspondant aux agrégats.

- Les agrégats détectés dans I'image binaire en tant qu’éléments connectés corrects sont
divisés en deux groupes selon leur taille, seuil = 10000 pixels 2 soit 4160 um? (avec 1 pixel =
0,645 um au grossissement 10X), les objets dont la taille est inférieure a ce seuil sont exclus
pour la mesure d’aire), les trous a l'intérieur des objets binaires sont exclus dans les deux
catégories afin de mesurer les parameétres standards (exemples: nombre d’agrégats, aire de

I'objet, solidité, circularité ...).

Solidité = Aire détectée de I'objet / Aire convexe de I'objet détecté

Circularité = 4rt.[(Aire)/(Périmétre)?], une circularité de 1 correspondant & un cercle parfait.

Ce procédé de traitement d’'image a été développé dans une architecture de traitement

parallélisé utilisant des processeurs multi-cceurs.

3) Immunofluorescence indirecte Cx43

Les cellules MCF7 et T47D ont été cultivées sur lames de verre avant d’étre fixées a la
formaline 10% (Sigma-Aldrich) a température ambiante pendant 15 minutes. Les cellules
ont été perméabilisées (Triton X-100 0,5%) 5 minutes a température ambiante puis une
étape de saturation a été effectuée durant 1 heure a température ambiante (BSA : albumine

de sérum bovin a 1%). L'incubation avec I'anticorps primaire anti-Cx43 (anticorps polyclonal
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de lapin, Cell Signaling #3512, dilution : 1/100°) a été faite en chambre humide sur la nuit a
4°C. Apres ringage les cellules ont été incubées 1h30 a I'obscurité a température ambiante
avec l'anticorps secondaire anti immunoglobulines de lapin couplé a I'Alexa Fluor 488
(Invitrogen 1/500¢). Aprés lavage, I'incorporation du DAPI (4',6-diamidino-2-phénylindole,
dilution : 1pug/mL, Life Technologies) a été faite par incubation a I'obscurité durant 10
minutes. Une fois les lames séchées, un milieu de montage spécifique pour la fluorescence
(Dako) a été utilisé pour le montage des cellules entre lame et lamelle. L'observation du
signal de fluorescence a été réalisée a I'aide d’un microscope a épifluorescence DM5000
(Leica) équipé d’une caméra ES CCD COOLsnap (Roper) au grossissement 40X. Les images

obtenues ont été traitées avec le logiciel Image).

4) Détection de Cx43, E-cadhérine et P-cadhérine par cytométrie de flux

Les cellules ont été cultivées en monocouche puis récupérées comme précédemment
indiqué et lavées par centrifugation (1300 tr/min, 4 minutes) dans du PBS/BSA 1%. Les
cellules en cours d’agrégation ont été récupérées dans les puits des plaques par pipetage, les
agrégats d’'une méme condition ont été rassemblés dans un méme tube ou nous avons
dissocié les cellules a I'aide de trypsine-EDTA (2 minutes a 37°C), une étape de dissociation
mécanique par pipetage a été ajoutée lorsque les cellules sont encore dans la trypsine. Elles

ont ensuite été centrifugées (1300 tr/min, 4 minutes) et lavées dans du PBS/BSA 1%.

Selon les conditions testées et présentées dans la partie Résultats les cellules ont été, soit
directement marquées avec |'anticorps primaire puis secondaire, soit préalablement fixées,
soit préalablement fixées et perméabilisées. Les cellules ont été fixées en formaline 10%
pendant 15 minutes puis rincées avec du PBS/BSA 1%. La perméabilisation a été effectuée

sur glace avec une incubation de 7 minutes dans du PBS/BSA1%/Triton X-100 0,25%.

Les cellules ont ensuite été lavées et incubées durant 1 heure a température ambiante avec
I'anticorps primaire adéquat :

- anti Cx43 (anticorps monoclonal de souris clone #578618, RetD Systems, dilution : 1/100°)

- anti E-cadhérine (anticorps monoclonal de souris, clone HECD-1, Abcam, 1/200¢)

- anti P-cadhérine (anticorps monoclonal de souris, clone NCC-CAD-299, Abcam, 1/100°)
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- anti P-cadhérine (anticorps monoclonal de souris, clone 6A9, Merck-Millipore, 1/100¢).

Apres ringage les cellules ont été incubées avec I'anticorps secondaire anti IG de souris Alexa
488 (Invitrogen, 1/500°) 1 heure a température ambiante a I'obscurité, les cellules ont été a
nouveau rincées, re-suspendues dans du PBS et analysées par cytométrie de flux (BD C6

Accuri). Les données ont été acquises et exploitées avec le logiciel associé CFlow Plus.

5) Transfection des siRNA

Les cellules ont été ensemencées en plaque 6 puits et transfectées 24 heures aprés avec
I'agent de transfection INTERFERin (Polyplus) selon les recommandations du fournisseur,
avec notamment un ringcage 4 heures aprés la transfection. Les siRNA utilisés sont tous des
mélanges de 4 a 5 siRNA ciblant le méme ARNm (ON-TARGETplus Human siRNA SMARTpool,
Dharmacon) sauf le siRNA contrOle négatif (Eurogentec, Ref : OR-0030-neg05) et ont tous
été utilisés a une concentration finale de 10nM. Les cellules ont été décollées et utilisées
pour les différentes expériences (essai d’agrégation, cytométrie de flux, RTqPCR) 72 heures
apreés la transfection.

Liste des pools de siRNA utilisés :

- E-cadhérine: L-003877-00-0005 ON-TARGETplus human CDH1 (999) siRNA-SMARTpool

- Plakoglobine: L-011708-02-0005 ON-TARGETplus human JUP (3728) siRNA-SMARTpool

- Desmoplakine: L-019800-00-0005 ON-TARGETplus human DSP (1832) siRNA-SMARTpool

- Occludine: L-187897-00-0005 ON-TARGETplus human OCLN (100506658) siRNA-
SMARTpool

- Z0-3: L-009660-01-0005 ON-TARGETplus human TJP3 (27134) siRNA-SMARTpool

- Claudine 4: L-013612-00-0005 ON-TARGETplus human CLDN4 (1364) siRNA-SMARTpool

- Claudine 7: L-004206-00-0005 ON-TARGETplus human CLDN7 (1366) siRNA-SMARTpool.

6) RTqPCR

L'extraction a été réalisée a I'aide de TRIzol (Invitrogen) selon les recommandations du
fournisseur. L'ARN extrait a été dosé a l'aide d’un appareil Nanodrop 2000c (Thermo

Scientific).
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La reverse transcription de 'ARN a été réalisée grace a 1 kit (High capacity cDNA Reverse
Transcription Kit, Life Technologies) a I'aide du protocole fourni et d’un cycleur thermique de

type Multigene (Labnet International).

La gPCR (PCR quantitative en temps réel) a été exécutée a I'aide de SYBR Green (SYBR Green
Master Mix, Roche) et d’un appareil de type Light Cycler 480 (Roche) avec le programme de

cycles thermiques préconisés pour ce kit de qPCR.

L’expression des cibles a été quantifiée de maniere relative et analysée grace a la méthode

des AACt (Ct=cycle treshold, nombre de cycles/valeur a laquelle la courbe PCR croise le seuil

lors de I'amplification de 'ADNc) avec pour contrble I'expression du géne de ménage

CycloA (Cyclophilline A):

ACtl = (Ct e-cadheérine — Ct cycloa) pour la condition avec le siRNA E-cadhérine (ou contréle
négatif)

ACt2 = (Ct E-cadhérine — Ct CycloA) pour la condition avec le controle (pas de siRNA)

AACt = ACtl - ACt2

2-84Ct = Quantification relative par rapport a la condition contrdle.

Les amorces (Eurofins) utilisées sont les suivantes :

Protéine ciblée (nom géne) | Amorce sens 5'-3' Amorce antisens 5'-3'
E-cadhérine (CDH1) CTCTCACGCTGTGTCATCCA GTGTTCACATCATCGTCCGC
CycloA (PPIA) GTCAACCCCACCGTGTTCTT CTGCTGTCTTTGGGACCTTGT
NMMHC-IIA (MYH9) GCCAAGACCGTGAAGAATGA | TTGGACAGGAAGCGGTATTT
Z0-3 (TJP3) TGCTGGTGAAGAGGAGAGAC | GTGTCGTTCAGTGACAGGTT

NMMHC-IIA: Non Muscle Myosin Heavy Chain Il A
Z0-3: Zonula Occludens 3

7) Flush assay

Cet essai est réalisé aprés I'essai d’agrégation de 24 heures. Cela a consisté a « flusher » les
puits dans lesquels se trouvaient les agrégats de la maniére suivante : aspiration douce de 50
ul de milieu avec une pipette p200 puis éjection rapide dans le puits afin de créer un stress

mécanique pour tester la cohésion de l'agrégat dans le puit en question. Nous avons
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effectué cette manipulation de pipetage 1, 3, 5 ou 10 fois consécutives créant ainsi 4
conditions de flush différentes. Il y 12 puits pour chaque lignée lors d’un essai d’agrégation
ce qui a permis pour une méme expérience d’avoir 3 réplicas par condition de flush (1, 3, 5
ou 10 pipetages consécutifs) pour chaque lignée. Les pipetages ont été fait 3 puits par 3
puits avec une pipette multicanaux pour assurer une reproductibilité entre les 3 réplicas
d’'une méme condition. Les cellules sont ensuite sédimentées durant 10 min avant de
prélever un échantillon de 10uL/puit et de les transférer dans des cellules de comptage (10
chambres) de type FastRead 102 (Biosigma, Dutsher). Pour chaque échantillon de chaque
puit le nombre de cellules dissociées a I'unité (ou a I’état de doublet) présentes dans toute la

chambre de comptage a été déterminé.

8) Classification

La classification des lignées, les dendrogrammes et les heatmaps associées ont été réalisé a

I'aide du logiciel R.

a) Classification non-supervisée ascendante hiérarchique (Ward)

L'objectif de la classification non-supervisée hiérarchique (CAH) est de classer des individus
(les lignées cellulaires dans notre cas) a partir de variables (les paramétres d’agrégation dans
notre cas) mesurées sur chacun des individus. Les individus sont rassemblés en classes,
chacune la plus homogéne possible et entre elles les plus distinctes possible entre elles, sans

a priori sur le nombre de classes.

Il faut dans un premier temps choisir une mesure d’éloignement entre individus (inter-
individus) et un critére d’agglomération qui mesure la distance entre groupes d’individus.
Pour la distance inter individus nous avons choisi la distance euclidienne et pour le critere
d’agglomération le critere de Ward, qui sont les deux méthodes les plus classiques dans ce
genre d’approche. La distance euclidienne est la distance la plus courte et la plus directe
entre deux points. La méthode ou critere de Ward consiste a regrouper des classes entre
elles en faisant en sorte que I'augmentation de l'inertie* intra-classe soit minimale et donc
gue l'augmentation de l'inertie* inter-classes soit maximale, c’est-a-dire créer des classes les

plus homogeénes chacune et les plus différentes possibles entre elles.
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*L'inertie est la somme des variances des variables étudiées pour établir la classification (les

parameétres d’agrégation dans notre cas).

L'algorithme de la classification ascendante hiérarchique utilise ces deux parameétres au sein
d’une procédure itérative. Chaque individu est initialement un groupe puis l'algorithme
calcule les distances entre individus (avec la distance euclidienne) et regroupe les deux
individus les plus proches puis recalcule les nouvelles distances, les classe avec le groupe ou
I'individu le plus proche et ainsi de suite pour se terminer lorsqu’une classe regroupe tous
les individus (racine). Le résultat est un arbre de classification ou dendrogramme, les classes
successivement obtenues sont emboitées les unes dans les autres (hiérarchisées). Un
dendrogramme se lit verticalement et non horizontalement, les distances entre les individus

(feuilles) ne sont valables qu’en remontant les branches et non selon leur proximité visuelle.

Un dendrogramme permet d’obtenir une classification exploitable des individus seulement si
I’on décide d’une hauteur a laquelle on décide de « couper » I'arborescence est ainsi fixer un
nombre de classes.

Les hauteurs des branches d’'un dendrogramme étant proportionnelles a la distance entre
classes, il est possible de choisir un nombre de classes en « coupant » I'arborescence lorsque
gue I'on estime que les branches sont trop grandes car une grande branche indique que I'on
regroupe des classes qui ne sont pas homogeénes.

De maniere similaire on peut définir le nombre de classes en réalisant un graphique qui
représente la diminution de l'inertie intra-classe en fonction de I'augmentation du nombre
de classes. Le graphe se lit de la droite vers la gauche et dés qu’on rencontre un saut de
I'inertie intra-classe on arréte le nombre de classes car en allant plus loin on prend le risque

d’avoir des classes moins nombreuses mais plus hétérogenes (Saut ou Indice de Ward).

En combinaison avec cette classification ascendante hiérarchique (CAH) et pour la renforcer,

nous avons testé une seconde classification qui est souvent utilisée a la suite de la CAH.

b) Classification par ré-allocation dynamique (huées dynamiques) ou agrégation autour
des centres mobiles (kmeans)

Cette approche nécessite de déterminer au préalable le nombre de classes (ce qui aura été

fait avec la classification précédente) et ne produit pas de dendrogramme mais uniquement
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la composition de chacune des classes. Pour cette classification, nous avons a nouveau choisi

la distance euclidienne pour calculer la distance inter-individus.

L’algorithme fonctionne également de maniere itérative : soit k le nombre de classes définies
en amont, l'initialisation se fait en sélectionnant au hasard k individus de I'’ensemble des
individus a classer, chacun va devenir le centre ou noyaux d’une des classes. Les autres
individus vont étre répartis dans la classe pour laquelle ils sont le plus proche du centre
désigné (en fonction de la distance euclidienne), on recalcule le centre de gravité (ou
barycentre) de chaque classe en fonction des nouveaux individus qui la constituent et on
relance a nouveau la classification en fonction de ces nouveaux centres de gravité. On répéete
ces deux étapes jusqu’a ce que les classes soient stabilisées (soit lorsque la variance

interclasses n"augmente plus entre deux tours).

On obtient ainsi le nombre de classes demandé avec dans chaque classe les individus les plus

proches du centre de gravité de la classe en question.

Dans un espace a N dimensions ou N est le nombre de variables (ou parametres) utilisées
pour un ensemble d’individus, le barycentre d’une classe est le point qui a pour coordonnés
les valeurs moyennes de chaque variable pour les individus de cette classe. Dans notre cas
de figure le barycentre d’une classe possede pour chaque parametre d’agrégation (variable)
une valeur égale a la moyenne des valeurs qu’ont les lignées (individus) de cette classe pour
ce parametre. Cette classification permet de confirmer et de renforcer la CAH mais aussi de
définir les barycentres de chaque classe d’agrégation qui correspondent au profil moyen des

lignées qui appartiennent a chacune des classes.

9) Analyses statistiques

Pour les analyses statistiques le logiciel GraphPad Prism 5 a été utilisé. La distribution
normale des données a été vérifiée avec les tests de Kolmogorov-Smirnov, D’Agostino et
Pearson et Shapiro-Wilk. L'homoscédasticité a également été vérifiée (Test de Fisher) et si
les variances se sont révélées significativement différentes nous avons effectué les tests
statistiques avec une correction de Welch’s. Pour chaque expérience ol nous avons fait des

tests statistiques, le type de test est précisé dans la partie résultats.
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ANNEXES

Annexe S1:

Courbes d’agrégation des lignées cellulaires et galerie d’'images des
cellules au début et a la fin de I'essai d’agrégation.

En dessous de chaque courbe d’agrégation se trouve a gauche une
image segmentée des cellules au début de I'essai d’agrégation (TOh)
et a droite a la fin de I'essai d’agrégation (T24h) (grossissement 10X).

Pour chaque lignée la courbe d’agrégation est issue de 3 a 5
expériences indépendantes et de 23 a 48 réplicas.

La couleur du cadre entourant le nom de chaque lignée indique le
type de cancer dont est issue la lignée : violet = ovarien, bleu =
pulmonaire, orange = colorectal, rose = mammaire, vert =
prostatique.
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Annexe S2 :

Représentation par ordre croissant des valeurs brutes et centrées
réduites de chaque parametre de I'ensemble des lignées cellulaires.

Ces valeurs sont issues du tableau de la Figure 63 pour les valeurs

brutes et du tableau de la Figure 64 pour les valeurs centrées
réduites.
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Annexe S3 :

Parametres d’agrégation (valeurs centrées réduites) des lignées
cellulaires représentés sous forme de diagramme en radar (couleur
du diagramme selon le type de cancer).

Les lignées sont triées par classe d’agrégation avec a titre de
comparaison le diagramme en radar des parametres du barycentre
de chaque classe (diagramme en rouge) ou profil type de chaque
classe d’agrégation.

La couleur indique le type de cancer dont est issue la lignée : violet =
ovarien, bleu = pulmonaire, orange = colorectal, rose = mammaire,

vert = prostatique.
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Annexe S4:

Anchorage-Independent Tumor Cells Clustering and Implication in
Metastatic Dissemination. Cancer Ther. Oncol. Int. J. 6.

Gava, F., Ducommun, B., Lobjois, V., 2017.
https://doi.org/10.19080/CT0OIJ.2017.06.555683
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Abstract

metastatic dissemination.

How tumor cell clustering is regulated and contributes to cancer dissemination remains unclear. The detection of clusters of circulating
tumor cells (CTCs) over expressing cell-cell adhesion proteins have been correlated with high metastatic potential and poor prognosis. This
observation strengthens the need for further understanding on the tumor cell aggregation process and how it could contribute to cancer
progression. Our laboratory developed an original live microscopy-based methodology and identified regulators of the early step of cancer
cells aggregation including E-cadherin and desmosomal proteins. Here we briefly review our current knowledge on the involvement of cell-
cell adhesion proteins in anchorage-independent cell clustering. We discuss how these findings enlighten the research on the mechanism of

Keywords: Tumor cells clustering; Aggregation; Cell-cell adhesion proteins; Metastasis

Abbreviations: EMT: Epithelial-to-mesenchymal transition; CTC: Circulating Tumor Cell; DSG2: Desmoglein 2; DSC2: Desmocolin 2

Introduction

Metastasis formation implies evasion of cancer cells from
the primary site, local invasion, intravasation into blood and
lymphatic vessels, extravasation at distant sites and formation
of metastatic deposits that will develop as metastatic lesions [1].
Cancer cells dissemination and invasion capabilities have been
prominently associated with the activation in carcinoma cells
of the epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) program.
The EMT program induces morphological and motility changes
of cells and repression of the expression of cell-cell adhesion
molecules [1]. However, an alternative model for cancer cells
dispersion has also recently been proposed. It involves escape
from the primary tumor of cells that have retained epithelial
differentiation markers and that collectively disseminate or
subsequently aggregate to form clusters, as suggested by the
detection of clusters of circulating tumor cells in blood samples
from metastatic patients [2-4]. Aggregation and formation of
clusters are among the strategies developed by tumor cells that
have evaded from a primary tumor to prevent anoikis in absence
of anchorage [5] and the formation of multicellular clusters
has been shown to prolong survival of cancer cells [6]. Clusters
of CTCs have 23- to 50-fold increased metastatic potential

than isolated CTCs and are associated with adverse outcomes.
Circulating tumor micro emboli (CTM) associating cancer cells
with platelets, stromal cells, and hematopoietic cells, might
also protect tumor cells from apoptosis [7]. Thus, CTCs clusters
greatly contribute to the metastatic spread of cancer. However,
so far, only a few regulators of tumor cell aggregation have been
identified and how this process contributes to tumor growth and
metastatic dissemination still remains unclear.

It has been demonstrated several years ago that increased
expression of E-cadherin, a major component of the cell adherens
junctions, enhances cell aggregates formation [8], a result
consistent with E-cadherin considered as an invasion suppressor
[9] and with its loss of function associated with metastasis [1,9].
However, increased adhesion properties of cancer cells have also
been associated with a higher experimental metastatic potential
in vivo [10,11] and unexpected roles for E-cadherin in favoring
tumor dissemination has been proposed [1,9]. Several links
have been made between E-cadherin expression, tumor cell
aggregation and cell proliferation. Loss of adhesion normally
leads to cell cycle arrest in G1 [12], unless the cells have became
anchorage-independent and it was shown that the cyclin-
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dependent kinase inhibitor p21WAF1 promotes anchorage-
independent growth of HCT116 colon carcinoma cells via
E-cadherin expression to form large clusters [13]. Similarly in
prostate cancer cells, E-cadherin-dependent aggregation has
been reported to be associated with Rb-mediated G1 arrest and
survival [14].

Circulating clusters of tumor cells have been detected in
patients’ blood samples and the work by Aceto etal. [2] enlighten
a key relation between high metastatic potential and elevated
expression of the plakoglobin desmosomal adhesion protein in
circulating tumor cells (CTCs). In patients with breast cancer,
the cell junction component plakoglobin was identified as highly
differentially expressed, and in mouse models, knockdown of
plakoglobin abrogates CTCs cluster formation and suppresses
lung metastases [2]. Hence, a model of metastatic dissemination
that emphasizes the role of tumor cell clusters that have
retained or gained epithelial properties with high expression
of cytoskeletal and adhesion protein such as E- and P-cadherins
was recently proposed [4].

Tumor cellsaggregationregulation involves cell-celladhesion
proteins, including members of the cadherin super family [8]
as well as other cell surface associated proteins such as MUC1
or Galectin-3 for instance [6]. With the aim of characterizing
quantitatively the aggregation capability of a tumor cell
population and to identify additional regulators, our laboratory
developed a highly reproducible time-lapse microscopy-based
quantification assay to monitor the kinetics of aggregation of
tumor cells in the absence of cell - substrate adhesion [15]. As
cells aggregate and form a cluster, the area decreases in a highly
reproducible manner. Automatic detection and tracking of
the forming aggregate was performed using custom dedicated
software (Figure 1). We used this area variation parameter to
quantify the anchorage-independent cell aggregation kinetic in
response to pharmacological agents or after siRNA transfection
to identify mechanisms involved in cell aggregation. Using this
approach, we showed that in HCT-116 colon cancer cells not only
are E-cadherins involved in aggregation, but also desmoglein
(DSG2) and desmocolin (DSC2), two desmosomal proteins,
work in parallel. We also showed that decreased cytoskeleton
tension correlated with faster aggregation, suggesting that
myosin Ila applies a counter force that slows down aggregation
[15]. Accordingly, a few studies have also suggested that cell
aggregation correlates inversely with tension in the cytoskeleton
[6,16].

Our cancer cells aggregation assay was also validated with
breast tumor cell lines including the MCF-7 cell line and is
currently being used to investigate the involvement of several
other actors and regulatory pathways in this process using
dedicated micro devices and time-lapse video microscopy
approaches. We present in Figure 1 the effect of the inhibition
or invalidation of E-Cadherin using antibodies and siRNA
interference strategies. These data emphasize the central
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role played by E-Cadherin in the aggregation process in MCF7
breast cancer cells. Very recently a chemotaxis-driven model
for aggregation of tumor cells has also been proposed [17],
suggesting that paracrine cell-cell communications could also
been involved in these process (Figure 1).

4 A

Figure 1 : Aggregation assay to monitor the involvement of cell-
cell adhesion proteins.
\ J

As already published [15], when seeded in condition
preventing cell adhesion to the substrate, i.e. in anchorage-free
condition, breast adenocarcinoma MCF7 cells progressively
clusterize to forma solid shaped aggregate within 10 hours (panel
A). This assay allows precise monitoring and quantification of the
involvement of E-Cadherin in the aggregation process (Panel B)
using monoclonal antibody (Ab E-Cadh), siRNA (siRNA E-Cadh)
and the combination of both (siRNA + Ab). Control untreated and
scrambled control siRNA (siRNA ctl) are also shown. Normalized
cluster area is expressed in arbitrary unites (AU).

Conclusion

How tumor cell clustering contributes to cancer
development and how it is regulated remain unclear. Loss of
E-cadherin, a master cell-cell adhesion protein, is a hallmark of
epithelio-mesenchymal transition associated with metastasis.
However, the detection of clusters of circulating tumor cells
(CTCs) over expressing cell-cell adhesion proteins in patients
has been correlated to high metastatic potential and poor
prognosis. These results illustrate how unexpectedly [18] cell-
cell interaction key players are involved in collective migration
and CTC formation (Figure 2). Clusters of circulating tumor cells
(CTC) can derive from direct migration in the blood stream of a
group of associated cells that have escaped the primary tumor,
or can originate from gathering of single CTCs. Cell adherens
junctions and desmosomal proteins act as inducers while
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cytoskeleton tension inhibits aggregation in the absence of

anchorage. Adapted from [15].
4 A

Figure 2 : A model for the formation of clusters of circulating
tumor cells.
\ J

These observations of pro- or anti-tumor role for cell
aggregation strengthen the need for further investigation on the
regulatory mechanisms and how the balance between increasing
and decreasing cell aggregation capabilities could contribute to
cancer progression. Ongoing studies dedicated to identifying
original cell mechanisms that control cancer cells clustering will
undoubtedly foster research on the mechanism of metastatic
dissemination and might open new therapeutic opportunities.
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Etude des mécanismes de I’agrégation cellulaire tumorale

Les métastases sont responsables de 90% des déces attribués au cancer justifiant qu’une large part des recherches
actuelles en cancérologie soit consacrée a I'étude des mécanismes responsables de leur formation. Il a récemment
été démontré que des clusters ou agrégats de cellules tumorales circulantes (CTCs) détectés dans la circulation
sanguine des patients présentent un potentiel métastatique largement plus important que des cellules tumorales
circulantes isolées. |l a également été montré que leur présence est corrélée avec un pronostic péjoratif pour les
patients atteints de plusieurs types de cancers d’origine épithéliale. Ces observations ouvrent des perspectives
diagnostiques et thérapeutiques prometteuses mais qui nécessitent de mieux comprendre comment se forment et se
maintiennent ces clusters.

Dans ce contexte notre laboratoire a développé un essai semi-automatisé in vitro basé sur la vidéo-microscopie
permettant d’étudier les mécanismes impliqués dans I’agrégation de cellules tumorales dans des conditions ancrage-
indépendantes. Cet essai a permis de démontrer I'implication de la protéine de jonction adhérente E-cadhérine et des
protéines de jonctions desmosomales DSG2 et DSC2 dans I'agrégation de cellules tumorales.

L’objectif de mes travaux de thése a été de poursuivre I'exploration de I'implication des protéines de jonctions
intercellulaires de type épithélial dans I’agrégation des cellules tumorales en conditions ancrage-indépendantes et de
chercher a identifier de nouveaux régulateurs. Dans un premier temps j'ai pu démontrer et explorer le réle des
jonctions communicantes (ou jonctions gap), ainsi que de la P-cadhérine dans I'agrégation des cellules tumorales
mammaires et colorectales. Au cours de la seconde partie de mes travaux, j'ai développé une stratégie basée sur la
classification de lignées tumorales selon leur comportement au cours du processus d’agrégation. Afin d’établir les
paramétres de cette classification, nous avons exploré les capacités agrégatives de 28 lignées cellulaires tumorales
d’origine épithéliale. Cette étude nous a permis de mettre en évidence une forte diversité de comportement au cours
de ce processus et de définir des classes de lignées intégrant les aspects dynamiques du processus d’agrégation ainsi
que la structure des agrégats obtenus. La combinaison de cette classification avec les données d’expression
aujourd’hui disponibles pourrait permettre I'identification de nouveaux régulateurs originaux de I'agrégation.

Nos résultats ont mis en évidence de nouveaux régulateurs de I’agrégation cellulaire tumorale ancrage-indépendante
ainsi qu’une large diversité de comportement de différentes lignées cellulaires tumorales. Nos travaux ouvrent ainsi
des perspectives vers une meilleure compréhension des mécanismes impliqués, vers I'application a I'étude des
cellules tumorales circulantes provenant de patients et également au ciblage thérapeutique de ces clusters.

Study of tumor cells aggregation’s mechanisms

Metastases are responsible for 90% of cancer-related deaths justifying the current cancer research’s substantial part
dedicated to study their formation’s mechanisms. It has been recently demonstrated that clusters (or aggregates) of
circulating tumor cells (CTCs) identified in patient’s blood samples have a far higher metastatic potential than isolated
circulating tumor cells. It also has been shown that their detection is correlated with a poor prognosis for patients
suffering from epithelial cancers. These observations open up promising diagnostic and therapeutic perspectives but
that still requires further investigation on the mechanisms of clusters formation.

In this context our laboratory developed an in vitro semi-automated assay based on videomicroscopy enabling the
study of mechanisms involved in tumor cell anchorage-independent clustering. This assay allowed to demonstrate the
involvement of adherent junction protein E-cadherin and desmosomal junction proteins DSG2 and DSC2 during tumor
cell clustering.

The aim of my work was to investigate epithelial intercellular junction’s proteins involvement in tumor cell
aggregation in anchorage-independent conditions and to search for new regulators. In the first instance | explored
and demonstrated the role of communicating junctions (or gap junctions) and P-cadherin in tumor cell aggregation of
breast and colorectal cancer cell lines. In the second part, | developed a strategy based on tumor cell lines
classification depending on their characteristics of the aggregation process. With the aim of determining the
parameters of this classification, | examined aggregation abilities of 28 tumor cell lines derived from epithelial
cancers. This study provides evidence for a high variability during this process and allows defining cell lines categories
integrating both aggregation process dynamic aspects and aggregates structure. The combination of this classification
with current available expression data could lead to the identification of original new aggregation regulators.
Together, these results have underscored new anchorage-independent tumor cell aggregation regulators and a wide
range of behaviours of different tumor cell lines observed. Our work provides opportunities into a better
understanding of involved mechanisms, towards an application to study circulating tumor cells from patients and also
a therapeutic targeting of these clusters.
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