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RESUME

La chimiokine CXCL12 et ses récepteurs CXCR4 et ACKR3 ou (CXCR7), constituent une voie de
signalisation dont l'importance est reconnue dans le développement des glioblastomes
(tumeurs primaires les plus malignes du cerveau). L’axe CXCL12/CXCR4/ACKR3 intervient
dans le fonctionnement des cellules cancéreuses, y compris les cellules initiatrices du
glioblastome (CI-GBM). Dans notre projet, nous avons étudié le réle de la chimiokine CXCL12
produite de maniere endogéne dans I'autorenouvellement et la survie de CI-GBM soit en
utilisant des molécules neutraligands de CXCL12, soit par I'interruption du gene qui exprime
cette chimiokine. Les membres des UMR 7200 et 7242 ont développé des molécules
chalcones neutraligands de CXCL12 testées dans des modeles inflammatoires. Ces molécules
a activité neutraligand se fixent sur la chimiokine et inhibent son interaction avec ses
récepteurs. Le mécanisme d'action de molécules chalcones a été testé sur la prolifération
des CI-GBM. Les résultats ont montré un effet inhibiteur de la molécule chalcone 4
neutraligand de CXCL12 a 5 uM sur la croissance et la formation des tumorosphéres clonales
des CI-GBM. Cependant, cet effet est indépendant de la voie CXCL12. L'interruption du géne
CXCL12 dans les cellules CI-GBM par la technologie CRISPR/Cas9 a montré que la chimiokine
n'etait pas indispensable a la croissance des cellules, mais qu'elle la favorisait, notamment
lorsque les cellules étaient a I'état de cellule unique ou en petit nombre.

Mots clés: Glioblastome, Cellule souche cancéreuse, Cellule initiatrice du glioblastome,
Chalcone, CXCL12, CXCR4, ACKR3 ou (CXCR?7).

ABSTRACT

The chemokine CXCL12 and its receptors CXCR4 and ACKR3 or (CXCR7), constitute a signaling
pathway whose importance is recognized in the development of glioblastomas (the most
malignant primary tumors of the brain). The CXCL12/CXCR4/ACKR3 axis is involved in the
functioning of cancer cells, including glioblastoma initiator cells (CI-GBM). In our project, we
investigated the role of the endogenously produced chemokine CXCL12 in the self-renewal
and survival of CI-GBM either by using neutraligand molecules of CXCL12 or by disrupting the
gene that expresses this chemokine. Members of UMR 7200 and 7242 developed
neutraligand chalcone molecules of CXCL12 that were tested in inflammatory models. These
molecules bind to the chemokine and inhibit its interaction with its receptors. The
mechanism of action of chalcone molecules was tested on the proliferation of CI-GBM. The
results showed an inhibitory effect of the chalcone 4 neutraligand molecule of CXCL12 at 5
UM on the growth and formation of clonal tumorospheres of CI-GBM. However, this effect is
independent of the CXCL12 pathway. The interruption of the CXCL12 gene in CI-GBM cells by
CRISPR / Cas9 technology showed that the chemokine was not essential for cell growth, but
that it promoted it, especially when the cells were in the single cell or in small numbers.

Keywords: Glioblastoma, Cancer stem cell, Gliobasltoma initiator cells, Chalcone, CXCL12,
CXCR4, ACKR3 or (CXCR7).
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Introduction

. Gliomes

Les gliomes sont les tumeurs intrinseéques les plus fréquentes du systeme nerveux
central et sont divisés en deux groupes principaux : les gliomes de haut grade tres invasifs et
tres agressifs dont le pic de fréquence se situe entre 50 et 60 ans et les gliomes de bas grade
gui touchent préférentiellement une population d’adultes plus jeunes. Ces derniers évoluent
en général lentement, mais une progression beaucoup plus rapide peut parfois étre
observée. Chez 'adulte, les gliomes constituent les plus fréquentes et les plus graves des
tumeurs cérébrales primitives, avec une prévalence d’environ 5 a 8 cas pour 100 000
habitants par an. En France, 2 500 a 3 000 nouveaux cas sont diagnostiqués par an. 75 % des
gliomes diagnostiqués sont de haut grade (lll ou IV de la classification de I'Organisation
mondiale de la santé OMS).

La classification de 2007 des gliomes par 'OMS, était essentiellement basée sur un
concept histogénétique, c’est-a-dire sur la ressemblance microscopique des cellules
tumorales avec un constituant du tissu cérébral normal et leur degré de différenciation.
Cette caractérisation était fondée sur des criteres morphologiques en coloration standard
(Hématoxyline-Eosine, HE), souvent complétés par des études immunohistochimiques (IHC),
voire ultrastructurales. Selon I'OMS, les gliomes étaient donc classés suivant les
caractéristiques morphologiques en oligodendrogliomes (O), astrocytomes (A) ou gliomes
mixtes (oligoastrocytomes = OA) et suivant leur degré d’agressivité en 4 grades (grade | a
grade IV ou glioblastome) : les gliomes de grade | sont des tumeurs bénignes et la résection
chirurgicale de cette tumeur est curative. Les gliomes de grade Il sont de « bas-grade », avec
une récurrence probable de la tumeur. Les gliomes de grade lll et de grade IV sont des
tumeurs malignes. Les gliomes de grade lll sont caractérisés par des atypies nucléaires et
une activité mitotique importante. lls peuvent progresser vers des gliomes de grade IV.

En 2016, suite aux avancées majeures dans le domaine de la génétique des tumeurs,
une nouvelle classification des gliomes par 'OMS a été effectuée, en se basant non
seulement sur des criteres morphologiques, mais incorpore également des parametres
moléculaires aboutissant a un « diagnostic intégré » en plusieurs strates (Louis et al. 2016).
Cette nouvelle classification de 2016 des gliomes sépare les tumeurs diffuses astrocytaires
ou oligodendrogliales et les autres tumeurs astrocytaires (astrocytome pilocytique,
astrocytome  pilomyxoide, astrocytome a cellules géantes épendymaires et
xanthoastrocytomes pléomorphes). Les tumeurs épendymaires et celles glioneuronales sont
également reclassées (tableau 1).



Type de tumeur Grade OMS
caractéristiques moléculaires
Tumeurs diffuses astrocytaires et oligodendrogliales

Astrocytome diffus, IDH muté Il
Astrocytome gémistocytique, IDH muté

Astrocytome diffus, IDH non muté I
Astrocytome diffus, NOS 1]
Astrocytome anaplasique, IDH muté 1
Astrocytome anaplasique, IDH non muté 1

Astrocytome anaplasique, NOS 11

Glioblastome, IDH non muté [\
Glioblastome a cellules géantes
Gliosarcome
Glioblastome épithélioide
Glioblastome, IDH-muté \%
Glioblastome, NOS IV
Gliome diffus de la ligne médiane, H3 K27M vV
muté

Oligodendrogliome, IDH muté et codélétion 1]
1p/19q
Oligodendrogliome, NOS Il

Oligodendrogliome anaplasique, IDH muté et 1
codélétion 1p/19q

Oligodendrogliome anaplasique, NOS 1
Oligoastrocytome anaplasique, NOS 1
Oligoastrocytome, NOS I

Autres tumeurs astrocytaires

Astrocytome pilocytique I
Astrocytome pilomyxoide

Astrocytome subépendymaire a cellules géantes |
Xanthoastrocytome pléomorphe 1l
Xanthoastrocytome pléomorphe anaplasique 1
Tumeurs épendymaires

Subépendymome |
Ependymome myxopapillaire |

Ependymome |
Ependymome papillaire
Ependymome a cellules claires
Ependymome tanacytique

Ependymome, RELA fusion positif Il ou lll
Ependymome anaplasique 1]
Autres gliomes

Gliome choroides du 3¢ ventricule Il
Gliomes angiocentriques |

Astroblastome -



Tableau 1. Classification 2016 des gliomes par 'OMS d’aprés Brouland and Hottinger 2017.
Cette classification est basée sur les caractéristiques moléculaires. En italique: entité
provisoire ; NOS : not otherwise specified.

1 Les parametres moléculaires

1.1 Mutations des genes IDH1 et IDH2

La famille des isocitrate déshydrogénases (IDH) comprend trois enzymes dans les
cellules humaines: IDH1, IDH2 et IDH3. Ces trois enzymes catalysent la décarboxylation
oxydative de l'isocitrate pour produire de I'a-cétoglutarate. IDH1 et IDH2 sont des enzymes
dépendantes du NADP+ (nicotinamide adénine dinucléotide phosphate), avec des
localisations cytosolique/peroxysomale et mitochondriale, respectivement. L'IDH1 serait
impliqué dans le métabolisme des lipides et la détection du glucose, tandis que I'IDH2 régule
la respiration oxydative. IDH3 est une isoforme mitochondriale dépendante de NAD+
(nicotinamide adénine dinucléotide) qui joue un réle essentiel dans la production d'énergie
aérobie dans le cycle de I'acide tricarboxylique (TCA) (Dang and Su 2017).

Le NADPH (phosphate de nicotinamide adénine dinucléotide réduit) est un composé
réducteur majeur dans les cellules nécessaires a la fois a la glutathion réductase et a la
thiorédoxine réductase pour la génération de glutathion réduit (GSH) et de thiorédoxine
réduite, qui sont la base de deux systémes antioxydants cellulaires cruciaux. Le NADPH est
principalement produit par G6PDH (glucose 6-phosphate déshydrogénase), la malate
déshydrogénase et I''DH. Les deux isoformes IDH1 et IDH2 dépendantes du NADP* forment
des homodiméres et générent du NADPH 3 partir du NADP" en catalysant la décarboxylation
oxydative de l'isocitrate en a-cétoglutarate en dehors du cycle de Krebs (cycle TCA).

Les différents types de gliomes sont distingués, selon leur statut mutationnel de genes, IDH1
et IDH2 (Reuss et al. 2015). La mutation IDH la plus courante est une mutation ponctuelle
hétérozygote avec un changement de guanine en adénine en position 395 (G395A)
conduisant au remplacement de l'arginine en position 132 par I'histidine (R132H, IDH1-
R132H ou mIDH1) (Kalkan et al. 2015a). A l'inverse du type sauvage IDH1, la réaction
produite par le mutant IDH1 catalyse la conversion du a-cétoglutarate en 2-hydroxygutarate
« oncométabolite » (2-HG) et au cours de ce processus, il convertit le NADPH en NADP+. La
mutation R132H entraine alors une réduction des niveaux de a-cétoglutarate et de NADPH,
qui va induire une réduction de la génération de glutathion réduit (GSH) et de thiorédoxine
réduite qui sont la base de défense cellulaire contre les ROS. En conséquence, les cellules
avec de faibles niveaux d'activité IDH en présence de la mutation R132H deviennent plus
sensibles aux dommages oxydatifs lors de I'exposition aux radicaux libres et aux ERO
(especes réactives a I'oxygéne) (Reitman and Yan 2010).



Les gliomes mutés pour IDH1 ou IDH2, sont regroupés sous le terme de « IDH-muté ».
Ces mutations surviennent dans 87 % des gliomes de grades I, 83 % des gliomes de grades I
et 85 % des glioblastomes secondaires (Yan et al. 2009). Le statut « IDH-muté » est un
facteur de meilleur pronostic pour les gliomes de grades Il, lll et IV (Sanson et al. 2009).
L’évaluation du statut IDH-muté est effectué par étude immunohistochimique (IHC) sur
coupe de tissu fixé et inclus en paraffine mettant en évidence la protéine mutante IDH1-
R132H qui est présente dans 94 % des tumeurs « IDH-muté » (van den Bent et al. 2013 ;
Capper et al. 2009).

1.2 Codélétion 1p/19q

Les modifications des alléles des chromosomes 1 et 19 sont des événements
fréquents dans les gliomes. La codélétion 1p/19q représente la suppression compléte a la
fois du bras court du chromosome 1 (1p) et du bras long du chromosome 19 (19q) et a
prouvé étre un indicateur puissant de la réponse thérapeutique a la fois a la chimiothérapie
et a la chimioradiothérapie combinée et de la survie prolongée des patients atteints de
gliomes diffus, en particulier ceux avec des composants oligodendrogliaux (Thakkar et al.
2014). L'oligodendrogliome est un sous-type de tumeurs cérébrales primaires représentant
environ 10 a 15 % de tous les gliomes diffus chez les adultes.

Historiquement, la codélétion 1p/19q était présente dans jusqu'a 70 a 85 % des
oligodendrogliomes et 50 % des oligoastrocytomes (Gadji et al. 2009 ; Jenkins et al. 2006). La
récente classification de 2016 de 'OMS des tumeurs du SNC a mis en évidence l'importance
de la codélétion 1p/19q en la rendant un biomarqueur diagnostique, pronostique et prédictif
précieux pour la gestion des tumeurs oligodendrogliales. Elle est devenue la signature
génétique moléculaire des oligodendrogliomes. Cette codélétion peut se mettre en évidence
par la méthode d'hybridation in situ fluorescente (FISH).

1.3 Mutations du promoteur de TERT et d’ATRX

La télomérase transcriptase inverse (TERT) est la sous-unité catalytique de la
télomérase. La télomérase est une enzyme qui permet de conserver la longueur du
chromosome en ajoutant a chaque extrémité les télomeres qui sont de longues séquences
de répétitions d'ADN 5-TTAGGG-3’, permettant de protéger les chromosomes de la
dégradation, de la fusion de bout en bout et de la recombinaison. Une importante activité
télomérase caractérise la grande majorité des tumeurs malignes. On rapporte que plus de 85
a 90 % des cellules cancéreuses ont une régulation positive de I'activité de la télomérase, un
mécanisme majeur pour surmonter le raccourcissement des télomeres réplicatifs et pour
donner une croissance illimitée des cellules cancéreuses (Mizukoshi and Kaneko 2019).

La protéine ATRX (a thalassemia/mental retardation syndrome X-linked) est une
nucléoprotéine avec un réle important dans la régulation du remodelage de la chromatine,
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de I'assemblage des nucléosomes et de la maintenance des téloméres (Liu et al. 2012b voir
aussi Liu et al. 2019).

Dans l'oncogenése des gliomes, deux mécanismes mutuellement exclusifs
interviennent : les mutations du promoteur du géene TERT codant la télomérase (les plus
signalées sont C288T et C250T) et les mutations d’ATRX (Amorim et al. 2016). Il a été
observé dans certains tumeurs de type sauvage TERT que la longueur relative des télomeéres
était significativement plus courte, ce qui suggere que d’autres mécanismes moléculaires
peuvent étre impliqués dans la régulation de la longueur des télomeéres. Une étude a montré
gu’il existe une forte corrélation entre les mutations ATRX et le statut TERT puisque 92,9 %
des gliomes de type sauvage TERT avaient une inactivation ATRX. Ces résultats suggerent
gue la longueur relative des télomeres peut également étre régulée par l'inactivation de
I'ATRX (Gao et al. 2016). La mutation d’ATRX peut étre mise en évidence par étude
immunohistochimique qui révele une absence de marquage des cellules tumorales, reflétant
la mutation du géne dans 80 % des cas.

1.4 Mutations des genes des histones H3

Il s’agit de mutations des genes HsF3A codant les histones Hs3 et de mutations des
génes HIST;H3B codant pour les histones Hs;. Ces mutations portent sur des résidus tres
spécifiques : la lysine (K) en position 27, mutée en méthionine (M) (K27M) et entraine une
perte de 'expression des histones qui peut étre visualisée par méthode d’'IHC. Ces mutations
sont observées surtout dans les gliomes diffus pédiatriques de la ligne médiane du tronc
cérébral, thalamus, cervelet et / ou moelle épiniére (Khuong-Quang et al. 2012 ; Wu et al.
2014). Dans la classification 2016 de I'OMS, le gliome médian diffus, mutant H3 K27M, a été
ajouté a la liste des gliomes diffus et représente une tumeur de grade IV.

1.5 Méthylation du promoteur de la O°-méthylguanine-
ADN-méthyltransférase

Les agents alkylants tels que le témozolomide (TMZ) sont utilisés pour le traitement
des gliomes en raison de leur effet dommageable pour I'ADN. Lors du traitement par TMZ,
des groupements méthyles sont transférés sur certains atomes des purines (O6-guanine ;
N7-guanine et N3-adenine), la formation de 06-methylguanine (0O6-meG) étant Ia
modification principale (Bobola et al. 2012). Cette modification induit un arrét du cycle
cellulaire (Bobola et al. 2012). Cependant, une résistance aux médicaments se produit,
empéchant I'efficacité de ces agents chimiothérapeutiques. L'un des principaux mécanismes
de résistance aux médicaments anticancéreux est une activité accrue d'une enzyme de
réparation de I'ADN, la O6-méthylguanine-ADN-méthyltransférase (MGMT), qui neutralise
I'alkylation de I'ADN induite par la chimiothérapie. L'enzyme MGMT est un élément clé de la
chimiorésistance, elle répare les lésions d'ADN induites par les agents alkylants en
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transférant le groupe alkyle de la guanine sur un résidu de cystéine de I'enzyme MGMT pour
donner naissance a une cystéine alkylée. Dans ce cas la guanine est libérée de I'adduit et
redevient normale ce qui permet a la cellule de se répliqguer normalement.

La méthylation du promoteur de cette enzyme entraine son inactivation et par
conséquence induit une meilleure efficacité de la chimiothérapie par une absence de
réparation des dommages causés par les agents alkylants (Weller 2010a ; Weller et al.
2010b). Plusieurs stratégies sont actuellement en cours pour améliorer lI'efficacité
thérapeutique du TMZ via l'inhibition de la MGMT afin de réduire la chimiorésistance et
d'améliorer la survie globale. La MGMT pourrait étre une cible prometteuse pour le
traitement des gliomes résistants au TMZ.

II. Glioblastomes

Le glioblastome (GBM) est la tumeur primaire cérébrale maligne la plus agressive et
la plus fréquente chez I'adulte (grade IV selon la classification de I'OMS). Il représente 55 %
des gliomes et 45,6 % (la forme la plus fréquente) de toutes les tumeurs primaires malignes
du cerveau.

Son incidence annuelle est de 4 nouveaux cas pour 100 000 habitants, ce qui donne
pour la France 2400 cas chaque année. C'est la deuxieme cause de mortalité des cancers
chez I'enfant et la troisieme chez I'adulte. Il touche plus souvent 'homme que la femme. lls
surviennent a tout age mais dans 70 % des cas entre 45 et 70 ans un pic a 58 ans. Le
pronostic des patients atteints de GBM reste sombre avec une espérance de vie médiane de
15 a 17 mois (stupp et al. 2014 ; Hottinger et al. 2014) et un taux de survie de 5 % a cing ans
(Ostrom et al 2015).

Les GBMs surviennent le plus souvent dans les hémisphéres cérébraux, en particulier
dans les lobes frontaux et temporaux du cerveau. Ce sont souvent des lésions volumineuses,
profondes, inopérables. Le pronostic est meilleur lorsque les tumeurs sont frontales. Plus les
tumeurs sont situées vers l'arriére, pariétales, temporales et occipitales (noyaux gris) et plus
le pronostic devient sombre. Les GBMs sont histologiquement distincts des autres
astrocytomes en raison de la présence de zones nécrotiques et d'une vasculogenese
anormale accrue.

1 Type des glioblastomes

Les GBMs sont classés en deux sous-types primaires et secondaires en se basant sur
leur présentation clinique. Le GBM primaire survient dans le cerveau « de novo » surgissant
sans maladie antécédente discernable tandis que le GBM secondaire évolue a partir
d'astrocytomes de bas grade (figure 1).



1.1 Glioblastome primaire

Les glioblastomes primaires sont tres agressifs et peuvent rapidement se propager
dans d'autres parties du cerveau. lls sont beaucoup plus fréquents que les glioblastomes
secondaires, ils représentent plus de 90 % des GBMs. Les GBMs primaires se produisent
principalement dans le lobe temporal et sont principalement diagnostiqués chez les patients
de plus de 62 ans avec une incidence plus élevée chez les hommes. Les altérations
génétiques typiques de ces tumeurs comprennent |'amplification et/ou des mutations du
géne EGFR (epidermal growth factor receptor), des mutations du gene PTEN (phosphatase
and tensin homolog) accompagnées d’une perte d’hétérozygotie (LOH) sur le bras long du
chromosome 10 (10q), des délétions du gene p16, une fréquence élevée des mutations du
promoteur hTERT (human telomerase reverse transcriptase), une faible fréquence de
mutations de TP53 (tumor protein 53) et IDH1 (isocitrate dehydrogenase 1) et une
amplification du géne MDM2 (Mouse Double-Minute 2) exclusivement en I'absence de
mutations TP53 (Jiang et al. 2017 ; Adamson et al. 2009).

1.2 Glioblastome secondaire

Les glioblastomes secondaires surviennent moins fréquemment que les GBM
primaires, ils représentent 5 a 10 % des GBMs. A l'inverse des GBMs primaires, les GBMs
secondaires sont présents a des taux plus élevés chez les patients plus jeunes (moins de 45
ans), avec une incidence plus élevée chez les femmes. Les GBMs secondaires se développent
a partir d'astrocytomes diffus de bas grade (grade IlI) ou des astrocytomes anaplasiques
(grade 1ll). Les altérations génétiques des GBMs secondaires sont caractérisées par la
présence de mutations IDH1, accompagnées de mutations TP53, ATRX (a-
thalassemia/mental retardation syndrome X-linked) et une perte d’hétérozygotie (LOH) 10q.
lls présentent aussi une faible fréquence de mutations PTEN et d'amplification EGFR
(Parsons et al. 2008).
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Figure 1. Voies génétiques vers les glioblastomes primaires et secondaires d’aprés Ohgaki
and Kleihues 2013.
Seuls les glioblastomes secondaires partagent l'origine commune des cellules avec des

oligodendrogliomes. Les glioblastomes primaires et secondaires difféerent en ce qui concerne
les altérations génétiques présentes dans les cellules cancéreuses. IDH: isocitrate
dehydrogenase; ATRX: a-thalassemia/mental retardation syndrome X-linked; EGFR:
epidermal growth factor receptor; PTEN: phosphatase and tensin homolog; LOH: loss of
heterozygosity; CIC: capicua transcriptional repressor; FUBP1: far upstream element binding
protein 1.

2 Caractérisation moléculaire du glioblastome

2.1 Mutations IDH1/IDH2

Les mutations IDH1 sont des marqueurs diagnostiques et pronostiques importants
dans le GBM. Dans les GBMs primaires les mutations IDH1 sont rares (10 %), mais pour les
GBM secondaires et les gliomes de grade II-1ll ces mutations surviennent a 80 %.



2.2 G-CIMP

Le G-CIMP (Glioma-CpG island methylator phenotype) est caractérisé par une
hyperméthylation d'ilot CpG spécifique d'un gliome (Noushmehr et al. 2010). Il a été associé
a l'inactivation transcriptionnelle de plusieurs genes suppresseurs de tumeurs, dont le géne
du rétinoblastome (RB1).

Il a été démontré que les G-CIMP peuvent entrainer un ajustement métabolique des
cellules tumorales, permettant de maintenir leur état de prolifération et peuvent expliquer
les processus tumorigenes dans les tumeurs G-CIMP positives. Cependant, le phénotype G-
CIMP était également associé a des génes impliqués dans les phénotypes cellulaires
mésenchymateux et l'invasion tumorale. Les GBMs dont le G-CIMP est positif, portent
souvent le statut muté IDH. Dans les GBMs secondaires le phénotype positif pour G-CIMP est
significativement plus fréquent par rapport aux formes primaires de GBMs (Nakamura et al.
2001). Le statut positif a la mutation IDH/G-CIMP est un bon facteur pronostique chez les
patients GBM (Suzuki et al. 2014).

2.3 Meéthylation du promoteur MGMT

La méthylation du promoteur CpG entrainant une inhibition de I'expression du gene
MGMT est couramment observé chez les patients GBM (45 %). Elle est associée a une
sensibilité élevée au TMZ et a une augmentation de survie (survie médiane > 6 mois) (Hegi et
al. 2005). Par conséquent, il est largement admis que la méthylation du promoteur MGMT
dans les GBMs est un prédicteur de la réponse a la chimiothérapie alkylante.

2.4 Amplification EGFR (epidermal growth factor receptor)

Le récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR) est un récepteur
transmembranaire de tyrosine kinase, appartient a la famille ErbB des récepteurs tyrosine
kinases (RTK), qui est un groupe hautement conservé de tyrosine kinases de type 1
structurellement homologues, qui transduisent des stimuli extracellulaires vers le noyau
cellulaire pour favoriser la différenciation, la prolifération et la migration des cellules. Les
ligands spécifiques de I'EGFR sont : le facteur de croissance épidermique (EGF), le facteur de
croissance transformant-o. (TGF-a), la bétacelluline (BTC) et I'amphiréguline (AR) (Kostler et
al. 2010). L'amplification, les mutations et les réarrangements du géne EGFR sont observés
dans plus de 60 % des GBM avec une fréquence élevée (> 40 %) dans les GBM primaires. Ces
défauts génétiques améliorent la croissance tumorale, la survie, la progression, l'invasion et
la résistance a la thérapie par l'activation de plusieurs réseaux de signalisation et la
reprogrammation métabolique (Furnari et al. 2015). La variante EGFR la plus courante dans
les GBM, EGFRvIII, est caractérisée par une délétion dans le cadre des exons 2-7 qui conduit
a une perte de 267 acides aminés dans le domaine extracellulaire entrainant une



dimérisation et une activité constitutive du récepteur indépendant du ligand (Zadeh et al.
2013 ; Gan et al. 2009).

2.5 Mutations TP53

Le gene TP53 est un gene suppresseur de tumeur et joue un role majeur dans la
réponse au stress. La protéine TP53 est un facteur de transcription qui controle I’expression
de nombreux genes impliqués dans l'apoptose, la régulation du cycle cellulaire, la
différenciation cellulaire, la sénescence, la réparation de I'ADN et la néovascularisation en
réponse a divers stress cellulaires.

Dans les cellules normales, en absence de tout stress, l'activité TP53 est régulée
négativement par MDM2 et MDM4 via |'ubiquitination et la dégradation protéasomique de
la protéine. Inversement, en situation de stress, le géne p14™*" qui fait partie du locus
complexe CDKN2A (cyclin dependent kinase inhibitor 2A), code une protéine qui se lie
directement a MDM2 et inhibe l'inhibition et la dégradation de TP53 médiée par MDM2, la
protéine TP53 activera a son tour la transcription d’un grand nombre de genes entrainant
soit I'arrét du cycle cellulaire, soit 'apoptose. L'arrét du cycle cellulaire permet a la cellule de
stimuler ses mécanismes de réparation, dont certains sont directement activés par Tp53.
Lorsque la réparation est effectuée, le taux de p53 retourne a la normale et le cycle cellulaire
reprend. Chez ’homme, dans la plupart des cancers, la voie régulatrice TP53 est altérée. Ces
altérations représentent, par conséquent, une étape importante et peut-étre requise, dans
le développement tumoral.

Dans les plupart des tumeurs, la perte ou la modification de fonction du suppresseur
de tumeur p53 (TP53) est un événement courant. Dans les GBMs, les mutations de TP53 se
trouvent le plus souvent dans le domaine de liaison a I'ADN, a savoir dans six sites de
mutation (correspondant aux codons 175, 245, 248, 249, 273 et 282). Ces modifications
entrainent la perte ou le gain de fonction du TP53 muté et provoquent ainsi des effets
négatifs dominants sur la protéine TP53 type sauvage endogene (England et al. 2013). Les
mutations du gene TP53 surviennent moins fréquemment dans les GBMs primaires (25 % a
30 %) par rapports aux GBMs secondaires (60 % a 70 %) et surviennent plus fréquemment
chez les patients plus jeunes (Thakkar et al. 2014). Cependant, I'utilisation des mutations
TP53 comme marqueurs moléculaires des GBMs reste controversée en raison du manque
d'association claire avec le pronostic des GBMs.

2.6 Mutation d’ATRX

Dans le GBM, les mutations ATRX ont été observées, et associées a une augmentation de la
longueur des télomeres, suggérant que cette protéine joue un role dans le maintien de la
longueur des télomeres (Ceccarelli et al. 2016). Les mutations ATRX se trouvent a 80 % dans
les GBMs secondaires et 7 % dans les GBMs primaires et surviennent plus fréquemment chez
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les patients plus jeunes. Ces mutations sont fortement associées aux mutations IDH et TP53.
De plus, diverses tumeurs avec des télomeres alternatifs présentent des mutations du gene
ATRX, avec une incidence d'environ 75 % dans les gliomes de grade II-lll (Liu et al. 2019).

2.7 Mutation du promoteur TERT

Des mutations du promoteur TERT ont été identifiées chez 55 % des patients GBM,
dont 73 % avaient une mutation C228T et 27 % avaient la mutation C250T (Nonoguchi et al.
2013). Dans une autre étude en 2005, il a été démontré que 67,3 % de tous les GBMs étaient
de type sauvage TERT, 21,2 % avaient la mutation C228T tandis que 11,5 % présentaient la
mutation C250T.

De plus, il a été montré que |'expression TERT est plus fréquente dans les GBM
primaires (82 %) que dans les GBM secondaires (35 %). Surtout, les patients présentant GBM
primaires sans mutations TERT ont survécu considérablement plus longtemps que les
patients présentant ces mutations (survie médiane de 27 contre 14 mois) (Killela et al. 2013).

2.8 Pertes et gains chromosomiques

La plupart des pertes génétiques entrainent des altérations de la fonction de genes
suppresseurs de tumeurs spécifiques ayant des effets directs sur la gliomagenése. Les
régions de perte les plus courantes sont : 1p, 6q, 9p, 10p, 10q, 13q, 14q, 15q, 17q, 18q, 19q,
22q et Y (Adamson et al. 2009 ; Parsons et al. 2008). Dans le GBM, la perte d'hétérozygotie
(LOH) sur le chromosome 10, survenant dans 60 a 80 % des cas, entrainant la perte du
suppresseur de tumeur PTEN.

Les altérations génomiques entrainant le gain d'expression génique comme les
duplications chromosomiques et I'amplification extrachromosomique d'alléles spécifiques
sont des événements beaucoup moins fréquents (Adamson et al. 2009). Dans le GBM, les
gains d'expression génique les plus observés sont I'amplification des genes CDK4 (cyclin-
dependent kinase 4) et MMD2 (murine double-minute 2) sur le chromosome 12, du gene
PDGFRA (platelet derived growth factor receptor alpha) sur le chromosome 4 et du gene
EGFR sur le chromosome 7 (Brennan et al. 2013). De plus, des gains fréquents de génes tels
que SOX2, MYCN, CCND1 et CCNE2 ont été également observés (Brennan et al. 2013).

3 Classification des sous-types de GBM basée sur des
altérations génomiques

Les aberrations génétiques et les signatures d'expression génique ont permis de
classer le GBM en quatre sous-types a savoir classique, proneural, neural et
mésenchymateux (Verhaak et al. 2010). En se basant sur cette classification moléculaire des
GBMs, des études plus approfondies ont été effectuées pour chercher des nouvelles
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altérations permettant de trouver des thérapies ciblées plus efficaces pour les patients
présentant différents sous-types de GBM. En 2016, I'OMS a intégré dans la classification des
GBMs « le statut IDH ». Les GBMs ont été donc divisés en trois types principaux : IDH-non
muté, IDH-muté et GBM NOS.

3.1 IDH-non muté ou IDH type sauvage

Les GBMs de type sauvage IDH sont répandus dans les lobes temporaux et frontaux
(Jiang et al. 2017). Ce type de GBM présente de nombreuses altérations génétiques tres
hétérogenes. Les plus caractéristiques sont un gain de 7p et une perte de 10q, et/ou une
amplification de I'EGFR. Cette derniére s’observe dans 40 % des GBM « IDH-non muté »
(Aldape et al. 2015). D’autres voies peuvent étre affectées, telles les voies du récepteur
tyrosine kinase/Ras/PI3K, p53 et rétinoblastome, mais actuellement sans implication
clinigue. De nombreuses études cliniques ont montré que le GBM de type IDH1 sauvage est
la forme la plus courante, représentant environ 90 % de ces tumeurs. Cela correspond au
GBM primaire défini cliniquement et se retrouve principalement chez les patients de plus de
55 ans (Louis et al. 2016).

3.2 IDH-muté

Les GBMs IDH-mutés sont principalement distribués dans le lobe frontal (Jiang et al.
2017). Toutes les mutations IDH observées dans ce sous-type sont hétérozygotes et
correspondent a la modification R132H. Dans les GBMs secondaires, les mutations IDH sont
tres fréquentes et représentent plus que 80 % des cas, par contre ces mutations sont rares
dans les GBMs primaires surviennent a < 5 % des cas (Louis et al. 2016 ; Ohgaki and Kleihues
2013). Les statuts « IDH-muté » sont observés chez les patients les plus jeunes, avec un age
médian de 41 + 5,06 ans.

3.3 GBM NOS

Une tumeur GBM sans mutation diagnostique, et qui ne présente pas suffisamment
d'informations pour lui attribuer un code, recoit la désignation NOS (Not Otherwise
Specified), d’apres la classification OMS 2016. Dans la plupart des cas, le sous-type NOS est
attribué aux GBMs qui n'ont pas été entierement testés pour les altérations génétiques
pertinentes.

4 Voies de signalisation altérées dans le GBM

Dans le GBM, les principales aberrations génétiques et épigénétiques ont des
répercussions dans les voies de signalisation cellulaire suivantes: dérégulation de voies de
signalisation induisant la croissance cellulaire par amplification et activation mutationnelle
des génes des récepteurs a activité tyrosine kinase (RTK); activation de la voie PI3K
(phosphatidylinositol-3 kinase) et inactivation des voies de suppression des tumeurs TP53
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(tumor protein 53) et pRB (Protéine du rétinoblastome) (figure 2) (Cancer Genome Atlas
Research Network 2008).

4.1 Voie RTK/RAS/PI3K

La liaison des facteurs de croissance tels que EGFR, ErbB2, PDGFR, c-met aux
récepteurs tyrosine kinases (RTK), active les voies de signalisation, y compris les cascades
RAS/RAF/MAPK et/ou PI3K/Akt/mTOR. L'activation de ces voies favorise la prolifération
cellulaire, la survie et la motilité.

4.1.1 La cascade RAS/RAF/MAPK

Les protéines RAS peuvent étre activées par les RTK alors qu'elles sont régulées
négativement par la NF-1 (neurofibromine 1). RAS activé active ensuite la sérine/thréonine
kinase RAF qui active ensuite MAPKK (mitogen-activated protein kinase kinase), qui a son
tour active la MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase). MAPK activée se déplace dans le
noyau, entrainant l'activation de divers facteurs de transcription favorisant ainsi la
prolifération, la différenciation et la survie des cellules (Nakada et al. 2011).

Dans le GBM humain les mutations RAS sont rares (2 %). La dérégulation de la voie de
signalisation RAS/RAF/MAPK dans ces tumeurs est attribuée a I'activation de ses régulateurs
positifs en amont, dont EGFR et PDGFR, et aux mutations inactivantes de son régulateur
négatif NF-1 (18 % des GBM) (Cancer Genome Atlas Research Network 2008).

4.1.2 La cascade PI3K/Akt/mTOR

L'interaction des facteurs de croissance avec les récepteurs RTK entraine I'activation
de la protéine kinase PI3K, qui catalyse ensuite la phosphorylation du PIP2
(phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) en PIP3 (phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate). A
I'inverse, la protéine phosphatase PTEN suppresseur de tumeur, impliquée dans cette voie,
transforme inversement PIP3 en PIP2 et régule négativement l'activation de la voie
PI3K/AKT. Ensuite, PIP3 active PDK1 (phosphoinositide-dependent kinase-1) qui phosphoryle
Akt sur la Thr308. mTOR kinase dans le complexe mTORC2 (mammalian target of rapamycin
complex) phosphoryle également Akt a Ser473. Ces deux événements de phosphorylation
conduisent a l'activation d'Akt. Akt active a son tour mTORC1 en inactivant le complexe
suppresseur TSC1/TSC2 (tuberous sclerosis protein 1/2). Cette voie de signalisation affecte la
survie, la prolifération et la motilité des cellules (Mao et al. 2012 ; Nakada et al. 2011).

Dans le GBM humain la voie RTK/PI3K/Akt est impliquée dans 88 % et joue un role
important dans la prolifération et l'invasion des cellules tumorales. Les altérations
génétiques (mutations/amplifications) les plus fréquentes sont observées pour I'EGFR (45 %
des GBM), suivies des amplifications du gene PDGFR (13 %). De plus, des mutations PI3K sont
observées dans 15 % des cas. La diminution de I'activité PTEN est un autre moyen important
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d'activer la voie RTK/PI3K/Akt. Une délétion/mutation homozygote de PTEN a été trouvée
dans 36 a 40 % des GBM (Cancer Genome Atlas Research Network 2008).

4.2 Voie TP53

Dans le GBM la voie de signalisation TP53 est altérée dans 87 % des cas. Outre la
suppression/mutation homozygote de TP53 (dans 35 % des GBM), des délétions/mutations
homozygotes dans p14*% ont également été fréquemment observées dans le GBM (49 %) et
des amplifications de MDM2 (14 %) et MDM4 (7 %) ont également été observées (Cancer

Genome Atlas Research Network 2008 ; Nakada et al. 2011).

4.3 Voie de la protéine du rétinoblastome

Le gene RB1 codant la protéine pRB fait partie d’une famille de génes connus comme
des génes suppresseurs de tumeur qui ont pour propriété de régler le cycle cellulaire. La
phosphoprotéine RB est essentielle a I'arrét des cellules en phase G1 et joue un role
fondamental dans la régulation du cycle cellulaire. Lors d’un stimulus de croissance
cellulaire, la progression dans le cycle cellulaire survient lorsque RB est inactivé par
phosphorylation. Cette phosphorylation est catalysée par les kinases dépendantes des
cyclines CDK (CDK2, CDK4 et CDK6) complexées avec leur cycline partenaire régulatrice
(cycline E, A ou D). A c6té de son role dans I'arrét du cycle cellulaire, RB est aussi impliqué
dans l'apoptose TP53-dépendante.

Dans la plupart des cancers, la voie régulatrice RB est altérée entrainant par
conséquent le développement tumoral. Dans le GBM, I'altération la plus courante de la voie
RB est une suppression du locus CDKN2A/CDKN2B dans le chromosome 9p21 codant les
protéines p16INK4a et p14**F (50 %), suivie d'une amplification du locus CDK4 (14 %) et
d'une délétion homozygote/mutation du gene RB1 (11 %) (Cancer Genome Atlas Research
Network 2008).
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Figure 2. Les altérations génétiques du glioblastome se produisent fréquemment dans 3
voies de signalisation cellulaire (Cancer Genome Atlas Research Network 2008).
(a) la voie RTK/RAS/PI3K, (b) la voie suppresseur de tumeur p53 et (c) la voie suppresseur de

tumeur Rb. Les altérations génétiques induisant une activation sont indiquées en rouge.
Celles entrainant une perte de fonction sont indiquées en bleu. Dans chaque voie, les
composants modifiés, le type d'altération et le pourcentage de tumeurs portant chaque
altération sont indiqués. Akt: connue aussi sous le nom de protéine kinase B (PKB) ; COND2:
G1/S-specific cuclin-D2 ; CDK: cyclin-dependent kinase ; CDKN2: cyclin-dependent kinase
inhibitor family ; EGFR: epidermal growth factor receptor ; FOXO: forkhead box 03
transcription factors ; ERBB2 (ou HER2): receptor tyrosine-protein kinase erbB-2; MDM2/4:
mouse double minute 2/4 ; MET: receptor tyrosine kinase with high affinity for hepatocyte
growth factor; NF1: neurofiboromin 1 ; PDGFRA: platelet-derived growth factor receptor
alpha; PI3K: phosphatidylinositol 3-kinase; PTEN: phosphatase and tensin homolog ; RB:
retinoblastoma.
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5 Diagnostic et symptomes

Le diagnostic d’'un glioblastome se déroule en plusieurs étapes : un examen
neurologique et clinique complet permet d’évaluer le fonctionnement du systéme nerveux
grace a différents tests (réflexes, exercices musculaires, tests de langages ...), puis un
examen d’imagerie, par un scanner cranien et encore par une Imagerie par Résonance
Magnétique (IRM), est pratiqué rapidement dés qu’il y a suspicion de tumeur cérébrale suite
aux examens neurologiques. Cet examen, confirme le diagnostic et permet de localiser
I'emplacement de la tumeur. Cependant, pour établir un diagnostic exact, un examen du
tissu tumoral au microscope et une analyse moléculaire/génétique restent la seule facon de
confirmer que la tumeur cérébrale est un GBM. Les estimations de la survie relative du GBM
sont assez faibles ; moins de 10 % des patients survivent cing ans apres le diagnostic (Weller
et al. 2013).

Les symptomes généraux observés chez les patients atteints d’un glioblastome sont :
des nausées, des vomissements, des céphalées, des crises d’épilepsie, des troubles de la
vigilance et une asthénie. Des troubles neurologiques moteurs, sensoriels, phasiques, de la
déglutition ou de la vision peuvent également étre observés, en fonction de la localisation et
de la taille de la tumeur (Lin et al. 2012 ; Chang et al 2005).

6 Traitement du glioblastome

6.1 Traitement du GBM apres la résection
neurochirurgicale

Une résection chirurgicale seule de la tumeur n’est pas curative vu la nature infiltrante
des glioblastomes, des traitements complémentaires sont donc proposés pour augmenter le
taux de survie chez les patients.

Depuis 2005, le témozolomide, agent alkylant, en association avec la radiothérapie
externe postopératoire est devenue le traitement standard des glioblastomes (Stupp et al.
2015). Une radiothérapie avec une dose totale de 60 Gy en 30-33 fractions de 1,8-2 Gy est
administrée avec le témozolomide a une dose de 75 mg/m?*/jour par voie orale. Une IRM
cérébrale est réalisée quatre semaines aprés la fin de la radiochimiothérapie, puis un
traitement de consolidation avec du témozolomide 150-200 mg/mz/jour pendant cing jours,
tous les 28 jours, est poursuivi pour un total de six cycles. Grace a ce traitement la médiane
de survie des patients a été améliorée de 12,1 a 14,6 mois, avec une augmentation du taux
de survie a deux ans passant de 10 a 27 % (Mirimanoff et al. 2007). Chez les patients MGMT
méthylés, le témozolomide est plus efficace que chez les patients MGMT non méthylés.
Cependant, en I'absence d’alternatives effectives, ce traitement reste le standard pour tous
les patients.
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Plusieurs études ont évalué des approches moins invasives pour traiter le
glioblastome chez les personnes agées, une radiothérapie hypofractionnée (10 x 3,4 ou 15 x
2,66 Gy) a montré des survies équivalentes a la radiothérapie standard (Roa et al. 2004). De
plus, une autre étude chez ces patients fragiles a montré qu’un schéma hypofractionné est
supérieur au schéma conventionnel (Malmstrém et al. 2012).

Un nouveau traitement pour le glioblastome a été validé récemment. Il s'agit de
I'application de champs électriques alternés (CEA) ou tumor-treating fields (TTF). Ce
traitement consiste a empécher la division cellulaire par des champs électriques alternants
de basse intensité et de fréquence intermédiaire (200 kHz). Des essais précliniques avec le
CEA a des intensités de champs trés basses (2 V/cm) et a des fréquences entre 100 et 200
kHz, ont montré une inhibition de la division cellulaire par blocage de la séparation des
cellules filles pendant la mitose et par dégradation des membranes cellulaires (Kirson et al.
2004). Lorsque la tumeur est bien limitée au cerveau, et que les cellules cérébrales normales
ne se divisent pas, cela représente une cible idéale pour valider ce traitement antimitotique.
Une étude de phase Il a été effectuée sur 700 personnes atteintes d’un glioblastome, un
groupe des patients a recu un traitement de radiochimiothérapie par témozolomide (groupe
contrdle), un autre groupe des patients a recu le méme traitement avec addition de CEA
L'utilisation de CEA n’a pas augmenté de maniére significative les effets secondaires
présentés par les patients, en dehors de probléemes cutanés liés a l'application des
électrodes. Les résultats ont montré une survie a deux ans de 43 % pour le groupe sous CEA,
comparée a 29 % pour le groupe sous chimiothérapie seule (Stupp et al. 2015). Sur la base
de ces résultats, cette approche thérapeutique a été approuvée par la FDA (Food and Drug
Administration).

6.2 Traitements de la récidive

La majorité des patients atteints de glioblastome vont présenter une récidive, suite
aux traitements de premiere intention aprés une période médiane de 7 a 10 mois. Le
traitement standard de deuxiéme intention n’existe pas encore, la stratégie thérapeutique
va alors dépendre des thérapies de premiere intention et de la durée de l'intervalle libre
depuis le dernier traitement.

En plus de la chimiothérapie avec témozolomide, d’autres agents alkylants comme
les nitrosourées (carmustine « BCNU », lomustine « CCNU », ...) soit en monothérapie, soit
en combinaison avec la procarbazine et la vincristine, peuvent étre envisagées. D’autres
aussi comme les dérivés de platine et I'irinotécan, en raison de leur bonne pénétration de la
barriere hémato-encéphalique, peuvent également étre utilisés (Moura et al. 2016).
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6.3 Agents antiangiogéniques

La surexpression du facteur de croissance épithélial vasculaire (VEGF) peut expliquer
en partie la dysfonction de la barriere hématoencéphalique, ainsi que I'cedéme et les zones
hémorragiques dans les glioblastomes (Bergers and Benjamin 2003 ; Hottinger et al. 2014).
Le VEGF est déterminant pour la prolifération des cellules endothéliales des GBMs (Huang et
al. 2005). Le bévacizumab, est un anticorps monoclonal ciblant le VEGF utilisé pour le
traitement des glioblastomes récurrents. Plusieurs études ont montré, que les traitements
avec le bévacizumab soit en monothérapie ou en combinaison avec d’autres agents
chimiothérapeutiques, utilisés soit en premiére intention ou en situation de récidive,
augmentent le taux de réponse radiologique jusqu’a 40 % mais malheureusement sans
amélioration de la survie des patients (Vredenburgh et al. 2007 ; Gilbert et al. 2014). Ces
agents antiangiogéniques peuvent transitoirement normaliser la vascularisation tumorale et
réduire I'cedeme péritumoral.

6.4 Immunothérapie

Dans le microenvironnement tumoral GBM, le mécanisme utilisé par les cellules
immunosuppressives, pour supprimer la réponse immunitaire antitumorale, consiste a
perturber la surveillance immunitaire en bloquant I'activation des lymphocytes T, B et de
cellules NK (natural killer). Au cours de la derniere décennie, la recherche en
immunothérapie s'est développée rapidement pour le GBM. Les approches
immunothérapeutiques actuellement évaluées dans les essais cliniques de GBM peuvent
étre divisées en deux catégories: 1) L'immunothérapie active : fait référence a I'utilisation
d'antigénes étrangers pour activer le systéeme immunitaire inné spécifique a la tumeur,
comme la vaccination contre le cancer, la thérapie génique immunostimulante et le blocage
des points de controle immunomodulateurs. Le but de la vaccination thérapeutique est de
stimuler et de diriger le systeme immunitaire spécifiquement contre les cellules cancéreuses,
en lui présentant un antigéne tumoral capables de déclencher une réaction immunitaire
efficace. Ces vaccins anticancers sont personnalisés et adaptés a la tumeur du patient, selon
son profil moléculaire. La vaccination anti-cancer permet de déclencher une réponse
immunitaire "mémoire" qui devrait théoriquement protéger le patient contre une rechute.
2) L'immunothérapie passive : fait référence a l'introduction de substances immunitaires
exogenes contre les tumeurs directement dans le corps et qui ne nécessitent pas I'activation
du systeme immunitaire du patient. L'immunothérapie passive comprend des approches
telles que les thérapies cellulaires adoptives, la virothérapie oncolytique et I'administration
d'anticorps (Zhou et al. 2015).
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7 Microenvironnement tumoral du GBM

Le microenvironnement tumoral est I'environnement cellulaire dans lequel la tumeur
existe. Il joue un role principal lors de l'initiation, de la progression et de l'invasion de la
tumeur et aussi dans la résistance aux médicaments. Le microenvironnement tumoral est
défini comme étant les composantes cellulaires, les composantes moléculaires et les
contraintes mécaniques qui entourent les cellules tumorales et qui interagissent avec celles-
ci (Swartz et al. 2012).

Le microenvironnement tumoral comprend diverses cellules non malignes comme les
cellules endothéliales, les fibroblastes et les cellules du systéeme immunitaire, leurs
composants extracellulaires comme les cytokines, les facteurs de croissance, les hormones
et la matrice extracellulaire (MEC) et un réseau vasculaire entourant une tumeur (Wu and
Dai 2017). Les cellules non-tumorales avoisinantes présentent des morphologies et des
fonctionnements différents de ceux qu'elles auraient eus dans un tissu sain. Ces
changements cellulaires impliquent une modification de la composition moléculaire du
milieu extracellulaire.

7.1 Composants majeurs du microenvironnement tumoral

Les principaux composants du stroma tumoral sont :
7.1.1 Les cellules du microenvirennement tumoral

7.1.1.1 Cellules fibroblastiques associées au cancer

Les cellules fibroblastiques associées au cancer, constituent une grande proportion
des cellules stromales au sein du microenvironnement tumoral. Ces fibroblastes associés au
cancer sont des fibroblastes activés en myofibroblastes qui expriment I'actine a du muscle
lisse en réponse au stress mécanique au niveau des tissus tumoraux (Das et al. 2008). La
majorité de ces cellules est dérivée de fibroblastes résidant dans le tissu conjonctif prés
d'une tumeur. Ces cellules sont recrutées et activées en réponse a de nombreux facteurs de
croissance et cytokines tels que TGF-f (transforming growth factor beta), FGF2 (fibroblast
growth factor 2) et PDGF (platelet-derived growth factor) qui sont abondants dans ce
microenvironnement. Ces cellules sont aussi une source de facteurs de croissance tels que le
HGF (hepatocyte growth factor), le VEGF et le PDGF et les chimiokines CXCL8 et CXCL12. La
sécrétion de ces facteurs favorise les réponses angiogéniques entrainant ainsi la croissance
tumorale (Rasanen and Vaheri 2010) ainsi que la migration d'autres cellules dans le
microenvironnement tumoral (Hanahan and Coussens 2012).

7.1.1.2 Cellules vasculaires angiogéniques
Les cellules vasculaires angiogéniques, principalement les cellules endothéliales sont
essentielles a la formation des vaisseaux. Les cellules endothéliales sont des contributeurs
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majeurs a l'angiogenese pour soutenir I'apport sanguin d'oxygéne et de nutriments dans les
tumeurs. Ces cellules sont recouvertes de péricytes pour maintenir la maturité et la stabilité
des vaisseaux.

7.1.1.3 Cellules immunitaires infiltrantes

L'accumulation d’une variété de cellules du systeme immunitaire et des cellules
inflammatoires comme les lymphocytes T (CD4 et CDS8), les macrophages, les cellules
dendritiques, les neutrophiles, et les monocytes, a été observée au sein de l'infiltrat péri-
tumoral et du stroma (Balkwill and Mantovani 2001). Ces cellules peuvent avoir une action
pro-ou anti-tumoral, et vont servir a reconnaitre et a éliminer les cellules tumorales.
Cependant, des défauts dans la surveillance immunitaire vont provoquer la survie et la
croissance des cellules tumorales.

Linfiltration des cellules du systeme immunitaire dans le microenvironnement
tumoral est stimulée par deux facteurs importants, l'inflammation et la sécrétion des
chimiokines par les cellules tumorales et les cellules stromales. Deux groupes de cellules
immunitaires infiltrantes ont été impliqués dans la tumorigenése et la progression tumorale:
i) Les cellules de lignée lymphoide comprennent essentiellement les cellules NK (natural
killer), CTL (CD8 T), les cellules Th (helper T), les cellules B et les cellules T régulatrices (Treg)
qui sont une population de cellules T immunosuppressives. ii) Les cellules de la lignée
myéloide comprennent : les mastocytes, les macrophages associés a la tumeur qui facilitent
la migration et l'invasion tumorales par la sécrétion d'EGF et induit également |'angiogenese
facilitant ainsi la fuite des cellules métastatiques (Joyce and Pollard 2009), les TEMs (TIE-2
expressing monocytes) favorisent l'invasion tumorale en augmentant les niveaux de MMP9
circulante (matrix metalloproteinase 9) et d'autres molécules de remodelage des tumeurs
qui contribuent au caractére invasif des cellules de gliome (Gabrusiewicz et al. 2014) et les
MDSCs (myeloid-derived suppressor cells) sont des précurseurs immunosuppresseurs des
cellules dendritiques, des macrophages et des granulocytes. Le mécanisme utilisé par les
MDSCs et les cellules T,eg pour supprimer la réponse immunitaire antitumorale implique leur
capacité a s'infiltrer dans la tumeur en croissance et a perturber la surveillance immunitaire
en interférant avec les facteurs antigéniques tels que TGF-3, FGF ou PDGF, en bloquant la
prolifération et I'activation des cellules T et B et en inhibant la cytotoxicité des cellules NK
(Joyce and Pollard 2009).

7.1.2 La matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire (MEC), réseau de macromolécules et protéines associées,
est un acteur clé et un composant majeur du microenvironnement tumoral. Plus qu’un
support structural pour les cellules malignes et non-malignes, elle a été reconnue comme
une structure dynamique régulant le comportement cellulaire en fournissant des signaux
biochimiques et mécaniques. Ces signaux sont recus et intégrés par la cellule via un
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ensemble de récepteurs membranaires comprenant des intégrines, des protéoglycanes,
CDA44 (récepteur a 'acide hyaluronique), récepteurs a domaine discoidine et autres. En plus
des composants MEC de base (fibronectines, collagenes, laminines, etc.), la MEC est aussi un
réservoir de facteurs de croissance et cytokines qui sont distribués aux cellules de maniere
spatio-temporelle. L'ensemble de ces signhaux régulent et affectent I'expression génique, la
prolifération, I'adhésion, la migration, la survie et la différentiation des cellules. Les cellules
tumorales et les cellules stromales sont deux sources de composants distincts de MEC. La
composition de la MEC influence le potentiel métastatique des cellules tumorales (Naba et
al. 2012). Par conséquent, la composition de la MEC dans le microenvironnement tumoral
peut aider a prédire les résultats cliniques.

7.2 Facteurs physico-chimiques

Les principales caractéristiques physico-chimiques du microenvironnement tumoral
du GBM sont [I'hypoxie, I'angiogenése, et I'acidification. Ces facteurs
microenvironnementaux sont impliqués dans le développement et la progression du GBM
ainsi que dans la résistance thérapeutique.

7.2.1 Lavascularisation tumorale

La formation d’un réseau vasculaire dédié a I'apport en oxygene et en nutriments fait
partie intégrante de la signature tumorale. Le GBM se distingue des gliomes de bas grade par
la présence d'une vascularisation élevée qui est primordiale pour le développement de la
tumeur.

En effet, I'angiogenése tumorale participe a 'augmentation de I'afflux en oxygéne et
en nutriments, dont I'apport par simple diffusion n’est plus suffisant a la croissance de la
tumeur (I'oxygéne ne peut diffuser passivement que sur de courtes distances, de I'ordre
d’'une centaine de micromeétres). Cependant, a l'opposé du réseau vasculaire normal
caractérisé par une organisation générale structurée et hiérarchisée, I'angiogenése tumorale
présente des anomalies structurelles et fonctionnelles telles que des dilatations, des
membranes basales incomplétes ou absentes, une perméabilité élevée ainsi qu'une
architecture irréguliere des vaisseaux. Toutes ces altérations conduisent a un flux sanguin
irrégulier et donc a un apport insuffisant d'oxygéne et de nutriments dans toute la tumeur et
une distribution inégale des cellules immunitaires et des médicaments. Ces particularités du
systeme vasculaire tumoral créent un environnement hostile caractérisé par une hypoxie, un
pH bas, une faible teneur en nutriments et une pression de fluide élevée. De plus, les
vaisseaux tumoraux qui fuient facilitent la migration des cellules cancéreuses ainsi que leur
évasion des médicaments (Carmeliet and Jain 2011). L'environnement tumoral est donc
enrichi en nombreux facteurs pro-angiogéniques, par exemple, en réponse a |I’activation des
voies d’hypoxie, au microenvironnement inflammatoire ou encore aux aberrations
métaboliques ou génétiques que présentent les cellules tumorales.
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7.2.2 Hypoxie

L’apparition de zones nécrotiques appauvries en oxygene dans les glioblastomes est
I'une des modifications histologiques qui le distingue des tumeurs de bas grade. Ces zones
hypoxiques sont I'une des caractéristiques microenvironnementales les plus étudiées dans
les tumeurs solides.

Les tissus cérébraux normaux présentent des concentrations physiologiques en
oxygene comprises entre 12,5 et 2,5 % (pO, = 200 a 100 mmHg). Dans le GBM en raison des
irrégularités des réseaux vasculaires, la plupart de ces tumeurs présentent une hypoxie
légére a modérée ou sévéere. Pour une hypoxie légére, les concentrations en oxygéne sont
comprises entre 2,5 et 0,5 % (pO, = 20 a 4 mmHg) et pour une hypoxie modérée ou sévéere
entre 0,5 et 0,1 % (pO, = 4 a 0,75 mmHg) (Fidoamore et al. 2016 ; Spence et al. 2008). Les
zones nécrotiques dans les GBM sont généralement caractérisées par une hypoxie sévére.
Chez les patients atteints de glioblastome, I’hypoxie est associée a I'agressivité de tumeur et
a un mauvais pronostic (Evans et al. 2010 ; Sathornsumetee et al. 2008).

L'hypoxie augmente les niveaux de la protéine HIF-1la (facteur inductible par
I'hypoxie 1a). HIF-1a est un facteur de transcription crucial qui, en réponse a I'hypoxie,
régule l'expression de ses genes cibles, y compris ceux codant pour le VEGF, les
transporteurs de glucose GLUT1 et GLUT3, CA9 (carbonic anhydrase 9), plusieurs enzymes
glycolytiques, I'érythropoiétine, etc. (Harris 2002 ; Spence et al. 2008). Ces protéines jouent
un réle central dans la survie, la résistance et I'invasion des GBMs.

L'environnement hypoxique du GBM joue un rdle important dans la résistance
thérapeutique. Il a été démontré que le niveau d’expression du facteur de transcription HIF-
1 est élevé dans les cellules tumorales apres un traitement par radiothérapie, montrant
I'importance de ce facteur dans la résistance au traitement (Zhao et al. 2009). De plus, les
conditions hypoxiques favorisent un métabolisme cellulaire altéré qui réduit la cytotoxicité
des médicaments ou conduit a une régulation positive de la pompe d'efflux médicamenteux
comme la P-gp (P glycoprotein), entrainant ainsi une diminution des concentrations de
médicaments dans les cellules tumorales.

7.2.3 Acidite

Dans plusieurs tumeurs solides y compris les GBMs, le microenvironnement
tumoral est caractérisé par une acidification extracellulaire (Vaupel et al. 1989 ; Chiche et al.
2010). Cette acidité tumorale provient premierement du métabolisme spécifique des cellules
cancéreuses qui consiste a utiliser la glycolyse a la place de la phosphorylation oxydative
pour la production de I'énergie. Ce changement métabolique est effectué méme a des
niveaux d'oxygene normaux et est connu sous le nom d'effet Warburg (Warburg 1956). La
persistance des voies glycolytiques dans les cellules cancéreuses entraine une production et

une exportation élevées d'acide (c.-a-d. Acide lactique, protons) dans le
22



microenvironnement tumoral. En conséquence, le pH dans les tumeurs y compris les GBMs
pouvait atteindre 5,9 avec une moyenne d'environ 6,8 tandis que le tissu cérébral normal a
un pH de 7,1 (Fidoamore et al. 2016). Les cellules tumorales ont ainsi développé divers
mécanismes pour maintenir un pH intracellulaire légérement alcalin (pHi 7,2-7,4) et un pH
extracellulaire légerement acide (pHe) afin de préserver la prolifération cellulaire et la survie
tumorale. Par exemple, ces cellules ont une capacité accrue d'exporter des catabolites
acides (tels que le dioxyde de carbone, I'acide carbonique ou l'acide lactique) et d'importer
des bases faibles (telles que les ions HCO3-) par l'intermédiaire de transporteurs.

Les conditions hypoxiques favorisent également l'induction de voies glycolytiques,
qui fournissent des intermédiaires métaboliques a utiliser pour la biosynthése des acides
aminés, des nucléotides et des lipides, conférant ainsi un avantage sélectif aux cellules
tumorales proliférantes (Neri and Supuran 2011).

I1l. Cellules souches cancéreuses (CSCs)

La masse tumorale est composée d’une grande hétérogénéité cellulaire, c’est un
écosystéme complexe comprenant non seulement des cellules tumorales mais aussi
plusieurs types de cellules stromales. L’hétérogénéité tumorale est observée au niveau
morphologique et dans I'expression de marqueurs moléculaires tels que des protéines
exprimées a la surface des cellules tumorales, ou encore au niveau biologique comme la
capacité proliférative de ces cellules. Cette diversité a longtemps été expliquée par la
présence de différents clones acquérant des mutations génétiques au fur et a mesure que la
tumeur progresse (Hanahan and Weinberg 2000). La conséquence est une sélection
progressive du clone le plus agressif et le plus apte a survivre dans I'environnement tumoral.
Dans ce modele classique, appelé modele stochastique, il n’existe peu ou pas de hiérarchie
entre les différents clones et toutes les cellules peuvent contribuer de maniere équivalente a
la croissance de la tumeur (figure 3A). De plus, il est important de souligner que de multiples
mutations sont nécessaires pour transformer une cellule normale en une cellule cancéreuse

maligne.
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Figure 3. Différents modeéles tumoraux de GBM d’apreés Laks et al. 2010.
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A) Le modele d'évolution clonale ne présente aucune hiérarchie de lignée, car les
populations de cellules multiples sont le résultat de différentes mutations génétiques
(fleches brisées). Il n'y a pas de hiérarchie cellulaire, car la plupart de ces sous-types
cellulaires s'autorenouvellent et sont capables de former des tumeurs, ce qui fait de tous des
cibles d'interventions thérapeutiques. B) Selon le modele des cellules souches cancéreuses,
une sous-population de cellules cancéreuses posséde la capacité d'auto-renouvellement, la
formation de sphéeres clonales et la formation de tumeurs in vivo, ainsi que la capacité de
former une descendance avec un destin plus restreint. Cela forme un systéme de lignée
hiérarchique ou la cible cellulaire thérapeutique principale est la CSC elle-méme. C) modele
de systétme complexe GBM. De multiples clones de CSCs avec différents altérations
génétiques et épigénétiques peuvent coexister dans la méme tumeur et ces CSCs subissent
elles-mémes la sélection naturelle et donc une évolution clonale. Des nouvelles populations
de cellules tumorales (#3) sont produite par des mutations génétiques, les changements
épigénétiques (#2) pourraient permettre aux cellules de produire des descendants avec un
destin plus ou moins restreint . Une autre caractéristique importante d'un systéme complexe
est que les populations de cellules individuelles interagissent (fleches rouges, # 4). Dans ce
modele, une thérapie réussie lorsque toutes les cellules tumorales potentielles sont étre
ciblées. De méme l'interruption des interactions cellule-cellule et cellule-niche peut affaiblir
le systéme tumoral dans son ensemble. GBM, glioblastome; CSC, cellule souche cancéreuse.

Cependant, depuis quelgues années, un autre modele alternatif, encouragé par des
données expérimentales récentes, considére qu’il existe une hiérarchie cellulaire dans la
tumeur (figure 3B). Ce modele hiérarchique, explique I’hétérogénéité observée dans les
tumeurs comme le résultat d’'un gradient de différenciation. Une petite population de
cellules tumorales possédant des propriétés des cellules souches sont a la base de cette
théorie, ces cellules sont appelées cellules souches cancéreuses (CSCs). Selon ce modéle, les
tumeurs sont organisées de fagon hiérarchique avec des CSCs trouvées au sommet de cette
hiérarchie. Dans ce cas, I'hétérogénéité tumorale résulte des divisions et différenciations
symétriques et asymétriques des CSC qui génerent progressivement des cellules
progénitrices avec des capacités de différentiation plus restreintes, ce qui donne finalement
des types de cellules matures qui perdent la capacité d'initiation de la tumeur (figure 3B). Il
est important de souligner que le modele CSC n'implique pas que les CSCs résultent de la
transformation oncogénique des cellules souches normales puisque toute cellule de la
hiérarchie a capacité proliférative pourrait étre a I'origine des CSCs et donc des tumeurs
(Islam et al. 2015 ; Visvader 2011).

Bien que ces deux théories soient différentes, elles ne sont pas mutuellement
exclusives et il semble que certains types de tumeurs suivent préférentiellement I'un ou
I'autre modele (Shackleton et al. 2009).

Des modeles plus complexes dans lesquels les modeles d'évolution clonale et de
hiérarchie CSC peuvent coexister ont été proposés. Dans ces systemes complexes (figure 3C),
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des changements génétiques et épigénétiques peuvent se produire au sein d'une seule
tumeur, résultant en un systéme cellulaire a multiples facettes ou plusieurs types de cellules
souches cancéreuses peuvent coexister. Alors que les mutations génétiques peuvent
produire de nouvelles populations de cellules tumorales, les changements épigénétiques
peuvent permettre aux cellules de produire des descendants avec un destin plus ou moins
restreint et également d'adopter temporairement différents états caractérisés par la
résistance au traitement et I'expression de différents marqueurs cellulaires.

1 Découverte des CSCs

Grace a la cytométrie de flux, différentes populations de cellules présentes dans une
tumeur peuvent étre triées selon I'expression spécifique de protéines a leur surface. En
1994, une organisation hiérarchique dans un type de leucémie myéloide aigué (LMA) a été
suggérée pour la premiere fois, (Bonnet and Dick 1997). Plusieurs types de cellules
tumorales ont été isolés a partir d’'un patient atteint de LMA. La population de cellules qui
exprime a leur surface le marqueur CD34 et n’exprime pas CD38 (CD34'/CD38), était
capable de reproduire la maladie une fois transplantées chez des souris immunodéficientes
et de générer 'ensemble des différents types cellulaires présents dans la leucémie originale
(Bonnet and Dick 1997). Les cellules CD34/CD38" quant a elles ne reproduisaient pas la
pathologie chez les souris immunodéficientes. Ceci a suggéré la présence au sein d'une
tumeur de cellules avec des potentiels différents et, pour certaines, celles de reproduire la
tumeur d'origine. Etant donné que ces cellules avaient des marqueurs de cellules souches, le
nom de cellules souches tumorales fut proposé pour les désigner.

En 2003, des cellules souches tumorales ont été isolées pour la premiere fois a partir
de métastases issues de cancer du sein. Il a été démontré que seules les cellules exprimant a
leur surface le marqueur CD44 et négatives pour le marqueur CD24 (CD44%/CD24°) pouvaient
provoquer un adénocarcinome du sein lorsqu’elles étaient injectées dans le tissu adipeux de
la glande mammaire des souris immunodéficientes (AL-Hajj et al. 2003). Cette petite
population tumorale était la seule capable a la fois de propager efficacement la maladie et
de reproduire I'ensemble de cellules présentes dans la tumeur parentale.

Puis des CSCs ont été identifiées et isolées a partir de nombreux types de tumeurs
solides. Les profils d'expression d'antigenes de surface cellulaire ont été largement explorés
pour l'identification et l'isolement des CSCs dans les tumeurs solides. Un certain nombre de
marqueurs ont été associés aux CSCs dans plusieurs types de tumeurs solides. Ainsi la
molécule d'adhésion CD44 a été associée aux phénotypes CSCs dans le cancer du sein ainsi
gue dans les cancers du cblon, de la prostate, du pancréas, de la téte et du cou, des ovaires,
des poumons et du foie. L'expression de I'antigene CD133 a été décrite et utilisée pour
I'isolement des CSCs de diverses tumeurs solides, notamment les GBM, les cancers de la
prostate, du c6lon, du poumon, du pancréas et de I'ovaire ainsi que le mélanome. D'autres
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marqueurs de surface cellulaire utilisés pour caractériser les cellules souches cancéreuses
dans plusieurs types de tumeurs solides incluent ABCG5 (ATP-binding cassette subfamily G
member 5), CD90 (Thy-1) et EpCAM (epithelial cell adhesion molecule) également connu
sous le nom d'ESA (epithelial specific antigen) ou TROP1 (Visvader and Lindeman 2008 ;
Visvader and Lindeman 2012).

En plus des marqueurs de surface cellulaire, des marqueurs fonctionnels, dont la
plupart sont associés aux propriétés intrinseques des CSCs, ont été utilisés pour
l'isolement/caractérisation de cette sous-population de cellules tumorales. Par exemple, il a
été démontré que l'expression de I'ALDH1 (aldehyde dehydrogenase 1) était augmentée
dans les CSCs des tumeurs épidermoides du sein, de la vessie, du poumon, du colon, de
I';esophage et de la téte et du cou (Liu et al. 2015). L'expression des facteurs de transcription
OCT-4 (octamer-binding transcription factor 4), SOX2 (sex determining region Y-box 2) et
Nanog ainsi que des composants des voies de signalisation Wnt/B-caténine, Notch et
Hedgehog (Hh) a également été associée au phénotype souche des CSCs (Liu et al. 2013a;
Hadjimichael et al. 2015). Il est désormais largement admis que I'expression du marqueur
doit étre associée a la validation fonctionnelle pour définir définitivement une cellule
cancéreuse en tant que CSC.

2 Propriétés des CSCs

Les propriétés des cellules souches cancéreuses sont résumées dans la figure 4. Les
cellules souches cancéreuses partagent un certain nombre de caractéristiques avec les
cellules souches tissulaires normales. Elles expriment les marqueurs de cellules souches et
ont une capacité d'autorenouvellement a long terme in vitro et in vivo et peuvent se diviser
en modes symétriques ou asymétriques. Cependant a la différence des cellules souches
somatiques saines, elles présentent de nombreuses altérations génétiques. Les CSCs sont
tumorigénes, car elles générent la tumeur originale lorsqu’elles sont transplantées dans des
modeles animaux. Pour cette raison, elles sont également appelées cellules initiatrices de
tumeur (CITs), afin de mettre en évidence leur potentiel tumorigéne (Florio and Barbieri
2012).

Ces cellules sont également dotées d'une capacité de différenciation multi-lignage.
Plusieurs études ont montré que les CSCs ont le potentiel de se différencier en plusieurs
types de cellules cancéreuses, et aussi en plusieurs cellules stromales (Huang et al. 2015). In
vitro, les cellules souches cancéreuses se développent en tant que spheres (sphéres de
cellules flottantes) dans un milieu relativement simple, sans sérum, avec l'addition du
facteur de croissance épidermique (EGF) ou de facteur de croissance basique des
fibroblastes (bFGF), ou les deux. Les CSCs sont aussi capables in vitro de se différencier apres
exposition a un milieu de culture contenant du sérum. Dans ces conditions, elles adherent au
milieu de culture et perdent leur capacité de formation des sphéeres Les niveaux d'expression
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des marqueurs de cellules souches et des marqueurs de différenciation (Zeniou et al. 2015)
sont modifiés. De plus, a I'état différencié les propriétés tumorigenes des CSCs sont perdues.

Les CSCs sont résistantes aux dommages a I'ADN. Cela peut étre induit grace a
I'activation préférentielle de I'arrét du cycle cellulaire au point de contréle, a des réponses
améliorées aux dommages a I'ADN et a des niveaux plus faibles de ROS dans ces cellules
(Erasimus et al. 2016).

Les CSCs sont également caractérisées par leur capacité a entrer en quiescence. La
guiescence cellulaire a été observée dans plusieurs tumeurs comme le cancer du sein, du
cOlon, du foie, de l'ovaire et du GBM. Au cours de ce phénomene, des mécanismes
intrinséques et/ou extrinséques conduisent un petit groupe de cellules cancéreuses a entrer
en quiescence, un état stable et non prolifératif qui peut étre déterminé par I'absence de
marqueurs de prolifération dans ces cellules et qui est réversible (Sosa et al. 2014). La
guiescence représente une stratégie de survie adoptée par les CSCs pour résister aux
conditions environnementales difficiles et aux insultes cytotoxiques. Les CSCs en division
active entrainent la progression de la tumeur tandis que les CSCs quiescentes résistent aux
insultes cytotoxiques et repeuplent la tumeur aprés la chimiothérapie (Chen et al. 2012). En
effet, dans plusieurs cancers, dont les cancers du sein et du célon, une rechute peut survenir
aprés de longues périodes de latence. Cette récidive tardive peut s'expliquer par la survie et
la persistance a long terme des CSC au repos apres le traitement (Li and Bhatia 2011).

La plasticité des CSCs est une propriété trés étudiée récemment pour caractériser ces
cellules. Il a été montré que les CSCs ne provenaient pas seulement des cellules souches du
tissu d'origine par l'acquisition de mutations géniques qui contribuent a la tumorigénicité,
mais peuvent également provenir de cellules progénitrices engagées ou de cellules
différenciées par de multiples événements mutagenes leur conférant des caractéristiques de
type CSC (Tang 2012 ; Ruiz-Ontanon et al. 2013 ). Le processus de plasticité dans lequel les
cellules cancéreuses hébergent la capacité dynamique de passer d'un état cellule non
souche cancéreuse a un état cellule souche cancéreuse et vice versa peut étre modulé par
I'accumulation des altérations génétiques, par des modifications épigénétiques, en réponse
a des signaux micro-environnementaux spécifiques et des interactions cellulaires se
produisant dans la niche tumorale. Par exemple, une étude menée par Suva et al. en 2014, a
montré que les cellules GBM différenciées peuvent étre entierement reprogrammées en
cellules souches tumorales par induction d'un ensemble central de facteurs de transcription
neurodéveloppementaux (POU3F2, SOX2, SALL2 et OLIG2). De plus, le concept de plasticité
des CSCs et de conversion bidirectionnelle entre les cellules souches et non souches peut
aider a expliquer I'nétérogénéité tumorale observée dans les tumeurs solides.
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Figure 4. Les propriétés des cellules souches cancéreuses d’aprés Sutter et al. 2007.

Ces cellules ont la capacité de s’autorenouveler, d’entrer en quiescence, de se différencie en
neurone, oligodendrocyte et astrocyte, présentent des marqueurs des cellules souches
(Nestine, Sox2, Olig2) et sont tumorigénes, capables de générer une tumeur aprés une
xénogreffe a des souris immunodéficientes.

3 Reésistance des CSCs a la thérapie

Les cellules souches cancéreuses ont développé plusieurs mécanismes pour échapper
aux traitements conventionnels. Celles-ci comprennent une signalisation pro-survie et anti-
apoptotique accrue, une réponse plus efficace aux dommages a I'ADN et des mécanismes
d'efflux de médicaments et des changements métaboliques conférant a ces cellules un
avantage sélectif. Leur capacité a étre maintenue in vivo dans les masses tumorales dans un
état de croissance lente voire en quiescence préserve ces cellules de la chimiothérapie
antiproliférative. Enfin, il a été démontré que les conditions hypoxiques et acides du
microenvironnement tumoral augmentent les phénotypes agressifs de ces cellules.

La rechute de tumeurs apres une thérapie peut étre attribuée a la survie des cellules
souches cancéreuses, en raison de leur résistance aux traitements conventionnels
actuellement utilisés. Ces derniéres années, un nouveau modele a été proposé pour un
traitement plus efficace du cancer. Il consiste en des stratégies thérapeutiques ciblant tous
les types de cellules cancéreuses, y compris les CSCs (figure 5). Plusieurs approches visant a
cibler les CSCs font actuellement I'objet de recherche.
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Figure 5. Nouveaux modeéles pour le traitement du cancer, modifié d’aprés de Sousa E
Melo et al. 2011.

Les approches thérapeutiques traditionnelles actuellement utilisées peuvent cibler les
cellules tumorales différenciées mais pas les cellules souches cancéreuses, qui peuvent
échapper aux traitements en raison de leurs propriétés de résistances thérapeutiques. Ces
cellules persistent alors dans la masse tumorale et avec leurs capacités de s’autorenouveler,
peuvent entrainer une rechute tumorale. Il a donc été proposé que, pour étre efficaces, de
nouveaux traitements devraient combiner le ciblage des CSCs et les approches
thérapeutiques conventionnelles.

4  Cellules souches cancéreuses du Glioblastome (CSGs)

La premiere identification de la présence de CSCs dans les GBM a été rapportée en
2003 par Singh et al. (Singh et al. 2003 ; Singh et al. 2004). Les auteurs ont révélé I'existence
d'une population de cellules CD133" (un antigen de surface encore appelé prominine 1)
provenant de tumeurs cérébrales humaines adultes qui présente des propriétés de cellules
souches in vitro, et ils ont montré qu'en injectant aussi peu que 100 cellules GBM CD133"
dans des souris NOD/SCID (non-obese diabetic/severe combined immunodeficiency), il était
possible de générer des tumeurs par transplantation en série. De plus, les tumeurs obtenues
étaient phénotypiquement similaires a celles présentes chez les patients a partir desquels
les cellules CD133 ont été isolées (Singh et al. 2003 ; Singh et al. 2004). Ces cellules ont
également montré une multipotence in vitro car elles étaient capables de se différencier en
neurones, astrocytes et oligodendrocytes dans certaines conditions. Cette propriété a été
maintenue méme aprés une culture a long terme in vitro (Galli et al. 2004). Plusieurs
groupes ont ensuite décrit I'isolement et la caractérisation des cellules souches cancéreuses
du Glioblastome (CSGs) (Hemmati et al. 2003 ; Bao et al. 2006 ; Liu et al. 2006 ; Griffero et al.
2009 ; Bajetto et al. 2013).
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La caractérisation phénotypique des CSGs était basée sur la reconnaissance de
marqueurs cellules souches neurales CSNs distinctifs, tels que la nestine, protéine des
filaments intermédiaires, les facteurs de transcription Sox2, Nanog et Oct-3/4, les
répresseurs transcriptionnels poly-comb Bmil et Ezh2, la protéine de liaison a I'ARN
musashi-1. Des composants de voies actives dans le développement du cerveau sont
également exprimés dans les CSGs, y compris les protéines des voies de signalisation Notch
et STAT3 (Wang et al. 2010a), Wnt (Jin et al. 2011), la protéine morphogénétique osseuse
BMP (Piccirillo et al. 2006), TGF-B (lkushima et al. 2009) ainsi que |'enzyme cytoplasmique
ALDH1 (Molina et al. 2014 ; Kalkan 2015b). Initialement la glycoprotéine CD133 a cinqg
domaines transmembranaires (prominine-1), avait été présentée comme |'un des marqueurs
les plus fiables pour identifier les CSGs (Beier et al. 2007). Cependant, bien que des rapports
contradictoires aient été publiés par la suite et que CD133 ne marquait pas toutes les sous-
populations du CSCs, ce marqueur est toujours considéré comme un élément clé des CSCs
(Grosse-Gehling et al. 2013) agissant en tant que régulateur de la survie cellulaire induisant
I'activation de la voie PI3K-Akt (Wei et al. 2013).

L'origine des CSGs n'est toujours pas claire et controversée. |l a été proposé que les
CSCs dérivent de CSNs normaux aprés l'accumulation de mutations oncogénes et/ou a la
suite d'événements induits par le microenvironnement (Hjelmeland et al. 2011). Plus
récemment, il a été suggéré que des neurones ou des astrocytes différenciés puissent étre
dédifférenciés et transformés, acquérant ensuite des caractéristiques similaires a celles du
CSC pour générer des GBMs histologiquement différents (Friedmann-Morvinski et al. 2012).

4.1 Conditions de culture et isolement des CSGs

Les critéres utilisés pour identifier et maintenir les cultures de CSC different entre les
différentes études, principalement en raison de |'absence de biomarqueurs absolus et
uniformes et différentes méthodes d'isolement de CSC et d'enrichissement de culture in
vitro ont été signalées, ce qui rend les comparaisons d'études difficiles. Bien que des cellules
souches du GBM aient été isolées en tant que sous-population au sein de lignées cellulaires
établies, l'isolement de sous-populations de cellules tumorales a partir d'explants post-
chirurgicaux humains, cultivés sous forme de neurosphéres non adhérentes dans un milieu
sans sérum enrichi en facteurs de croissance (Folkins et al. 2009), est actuellement considéré
comme la source la plus fiable de CSGs. Le passage a long terme de cellules dans des milieux
contenant des pourcentages élevés de sérum modifié de maniére irréversible a la fois le
phénotype et le génotype des cellules par rapport a celles présentes dans la tumeur
d'origine, favorisant la sélection de cellules mutées plus adaptées a la croissance in vitro (Lee
et al. 2006 ; Wakimoto et al. 2012). De plus, les CSGs a passage précoce cultivés dans des
conditions sans sérum récapitulent mieux les caractéristiques invasives in vivo de la tumeur
parentale lorsqu'elle est cultivée sous forme de xénogreffes intracraniennes, ce qui en fait
un systeme de modele plus approprié.
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Les conditions de culture définies pour la propagation de CSNs (milieu sans sérum
contenant EGF et bFGF) sont efficaces pour maintenir la croissance du CSG in vitro,
permettant aux cellules de se développer sous forme de sphéroides (neurospheres) flottants
qui retiennent le phénotype de cellule souche. Il convient de noter que la formation de
neurosphéres dans les expériences de dilution limitante est I'un des principaux outils utilisés
pour évaluer I'auto-renouvellement in vitro du CSC (Carra et al. 2013). Enfin, I'isolement de
CSC doit encore étre vérifié par une analyse in vitro/in vivo des propriétés fonctionnelles,
telles que la différenciation sur plusieurs lignées et, surtout, la tumorigénicité chez les
modeles animaux.

4.2 Reésistance des CSGs aux thérapies

Au cours de la derniere décennie, la résistance des CSGs a la radiothérapie et a la
chimiothérapie a été largement étudiée. Les mécanismes de résistance au TMZ, la norme de
soins actuelle pour le GBM, ont été particulierement étudiés.

Il a été démontré que les CSCs isolées de GBM expriment des niveaux plus élevés de
MGMT, comme mentionné précédemment, MGMT est une enzyme de réparation de I'ADN
capable d'éliminer les groupes méthyle ajoutés a I'ADN par des agents d'alkylation tels que
TMZ (Molina et al. 2014). La résistance des CSGs au TMZ via la régulation de I'expression de
MGMT est favorisée par les voies de signalisation JNK (c-Jun N-terminal kinase) et MEK-ERK-
MDMZ2-TP53 (Sato et al. 2011; Okada et al. 2014). En plus de MGMT, la protéine de
réparation de I'ADN ALKBH2 (AlkB homolog2) a été identifiée comme médiateur de la
résistance au TMZ dans le GBM humain (Johannessen et al. 2013). En plus d'une réparation
plus efficace de I'ADN, les CSCs du gliome ont également amélioré la capacité d'efflux
d'agents chimiothérapeutiques grace a la surexpression des transporteurs de cassette de
liaison a I'ATP (ABC) tels que ABCG2 a leur surface cellulaire. Ce mécanisme de résistance
était lié a la voie PTEN/PI3K/Akt (Bleau et al. 2009). Une autre étude sur les gliomes a
montré que lorsque les xénogreffes étaient traitées par irradiation, une radiorésistance et
une sélection au cours du temps des cellules exprimant CD133 a leur surface, un marqueur
de CSC a été observé. Cette population de cellules était également capable de réparer trés
efficacement les dommages que les radiations causent a ’ADN (Bao et al. 2006).

De plus, l'état de quiescence des CSGs dans leur microenvironnement tumoral
hypoxique/acide était lié, a une capacité tumorigéne et une chimiorésistance améliorées
(Patru et al. 2010 ; Campos et al. 2014 ; Ishii et al. 2016).
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V. Chimiokines et récepteurs dans GBM

1 Généralités sur les chimiokines et les récepteurs

1.1 Les chimiokines

Les chimiokines sont des petites protéines basiques pour la plupart de taille entre 6 et
14 kDa appartenant a la famille des cytokines présentant des propriétés chimioattractives.
Les premiéres chimiokines ont d'abord été reconnues pour leur implication dans les
processus inflammatoires, mobilisant les cellules du systeme immunitaire. Mais par la suite
leur role dans de nombreux autres phénomenes physiologiques et pathologiques fut mis en
évidence. Ainsi elles interviennent dans l'angiogéneése, I'organogénese, le développement
des organes lymphoides, le systéme immutaire, les processus inflammatoires, mais aussi
pathologiques comme le développement tumoral ol elles participent au controle de la
croissance tumorale, des métastases et de l'infiltration des tumeurs par les lymphocytes.
Au niveau des tumeurs, elles peuvent recruter des monocytes et des neutrophiles qui se
différencient, respectivement, en macrophages associées aux tumeurs (TAMs : tumor
associated macrophages) ou neutrophiles associés aux tumeurs (TAN : tumor associated
neutrophils) avec des activités pro- ou anti-tumorales. Elles sont également impliquées dans
I'angiogénése requise pour la croissance tumorale et les métastases (Mollica Poeta et al.
2019). Dans de nombreuses tumeurs, on observe une dérégulation de leur expression ou de
leur activité.

1.1.1 Nomenclature et classification des chimiokines

A I'heure actuelle, 48 chimiokines ont été identifiées chez I'nomme (Bachelerie et al.
2014). Les chimiokines présentent une signature dans leur séquence qui a été utilisée pour
les regrouper en quatre sous-familles en fonction du nombre de résidus cystéines situé dans
la partie N-terminale de la protéine et de I'espacement entre ces cystéines (figure 6). Ainsi,
dans la sous- famille des chimiokines CXC (ou a-chimiokines), les cystéines sont séparées par
un acide aminé. Dans la sous famille la famille CC (ou B-chimiokines) les deux cystéines sont
adjacentes. La sous-famille des C- chimiokines (ou y-chimiokines) ne contient qu'une
cystéine en N-terminal et dans la sous-famille CX3C (ou d-chimiokines) les deux cystéines
sont séparées par 3 acides aminés. Les chimiokines CXC, CC et CX3C contiennent au total
quatre cystéines dans la structure, alors que la sous famille des C chimiokines n'en contient
que deux. Des ponts disulfures s'établissent entre les différentes cystéines de la maniere
suivante (figure 6) :
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Figure 6. Motifs structuraux dans la structure primaire des chimiokines.

Le nombre de cystéines et le nombre d'acides aminés entre les cystéines dans la partie NH2-
terminale permettent un regroupement des chmiokines en sous-familles. Pour les sous-
familles CX3C, CXC et CC, des ponts disulfures sont établis entre les premiére et troisieme
cystéines et entre les deuxieme et quatrieme cystéines. Pour la famille C, un pont disulfure
est établi entre les deux seules cystéines présentes dans la structure primaire (dont l'une se
trouve dans la partie NH2 terminale). Les chimiokines sont désignées en prenant le nom du
sous-groupe suivi de la lettre "L" (pour ligand) et d'un chiffre pour différencier les différentes
chimiokines d'une méme sous-famille. Chez I'homme, les sous-familles CX3X, CXC, CC et C
contiennent respectivement 1 membre (la fractaline), 17 membres, 28 membres et 2
membres (les lymphotactines) (tableau 2). D'aprés Bachelerie et al. 2014.

Les chimiokines de la sous-famille CXC peuvent d'autre part étre subdivisées en deux
catégories suivant I'absence ou la présence d'un motif ELR (glutamate-leucine-argine) dans
la partie NH2 terminale en amont de la premiere cystéine. On distingue ainsi les chimiokines
ERL et les chimiokines ELR".

Enfin les chimikines sont classées sur la base de leur fonction en chimiokines
inflammatoires, chimiokines homéostatiques ou chimiokines avec des fonctions duales
(inflammatoires et homéostatiques). Les chimiokines inflammatoires furent les premieres a
étre mises en évidence dans les années 1980-1990. Elles contrdlent le recrutement des
leucocytes, notamment des monocytes, macrophages et des neutrophiles vers les sites
d'inflammation. Les genes codant ces chimiokines sont regroupés, chez I'homme, sous forme
de clusters sur deux chromosomes : un cluster pour les chimiokines CXC localisé sur le
chromosome 4 en q13.3 (17 genes) et un second pour les chimiokines CC localisé sur le
chromosme 17 en position q12 (18 génes) (Bachelerie et al. 2014). Ces chimiokines n'ont en
général pas une spécificité stricte pour un récépteur. Les chimiokines homéostatiques
découvertes plus tard, dont les génes sont situés en dehors des clusters précédents
présentent une plus grande spécificité d'expression cellulaire et de reconnaissance de
récepteurs. Elles jouent un réle majeur dans le développement et |'organisation du systéme
immunitaire ainsi que dans le trafic normal des leucocytes. Enfin certaines chimiokines
peuvent étre a la fois homéostatiques et inflammatoires (Zlotnik and Yoshie 2012). Les
chimiokines inflammatoires de la sous-famille CXC impliquées dans la mobilisation des
neutrophiles vers les sites inflammatoires sont ELR'. Les chimiokines ERL agissent plus
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spécifiquement sur les lymphocytes. Les principales caractéristiques des chimiokines sont
résumées dans le tableau 2.

Chimiokine Numéro d'acces Type Autres noms (Humain)  Symbole Fonction
humain (sauf de gene

indication (Humain)
contraire)

Sous-famille CXC (a chimiokine)

CXCL1 P12850 |, ELR+ Gro-a : Growth related XCL1 Trafic de neutrophiles
oncogene-a

CXCL2 P10889 |, ELR+ Gro-B : Growth related CXCL2 Trafic de neutrophiles
oncogene-f

CXCL3 P19876 |, ELR+ Gro-y : Growth related CXCL3 Trafic de neutrophiles
oncogene-y

CXCL4 P02776 Pt, ELR- PF4 : Platelet derived PF4 Procoagulant
factor 4

CXCL4L1 P10720 Pt, ELR- PFAV1 : Platelet Factor PF4V1 Procoagulant
4 Variant 1

CXCL5 P42830 I, ELR+ ENA-78 : Epithelial cell CXCL5 Trafic de neutrophiles

derived neutrophil
activating factor-78

CXCL6 P80162 I, ELR+ GCP-2 : Granulocyte CXCL6 Trafic de neutrophiles
chemoattractant
protein-2

CXCL7 P02775 Pt, I, ELR+  NAP-2: Neutrophil PPBP Trafic de neutrophiles
activating protein-2

CXCL8 P10145 I, ELR+ IL-8 : Interleukin-8 IL-8 Trafic de neutrophiles

CXCL9 P18340 I, ELR- MIG : Monokine CXCL9 Réponse immunitaire Thl

CXCL10 P02778 I, ELR- IP-10 : Interferon CXCcL10 Réponse immunitaire Thl
inducible protein-10

CXCL11 014625 I, ELR- I-TAC : Interferon CXCL11 Réponse immunitaire Thl
inducible T cell a
chemoattractant

CXCL12 P48061 H, ELR- SDF-1 : Stromal derived = CXCL12 Myélopoiese; Lymphopoiése B;
factor-1 HPC, homing neutrophile a la

moelle

CXCL13 043927 H, ELR- BCA-1: B cell activating =~ CXCL13 Trafic de lymphocytes B et T
chemokine dans le tissu lymphoide

CXCL14 095715 H, ELR- BRAK : Breast and CXCL14 Migration des macrophages
kidney chemokine

Cxcl15 NA (pour souris: = U, ELR- Trafic de neutrophiles

Q9WVL7)

CXCL16 Q9H2A7 SR-PSOX : Scavenger CXCL16 Trafic et survie de cellules NKT
receptor for
phosphatidylserine and
oxidized lipoprotein

CXCL17 Q6UXB2 U DMC : Dendritic cell CXCL17 Chimiotaxie des cellules
and monocyte dendritiques (DC) et des
chemokine-like protein monocytes

Sous-famille CC (B chemokine)

CcCL1 P22362 1-309 CcCL1 Réponse immunitaire Th2
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CCL2

CCL3

CCL3L1
CCL3L3

CcCL4

CCL4L1
CCLaL2
CCL5

Ccle

CCL7

CCL8

Ccl9

CCL10

(reserved)
CCL11

Ccl12

CCL13

CCL14

CCL15

CCL16

CCL17

CCL18

CCL19

P13500

P10147

P16619
P16619

P13236

Q8NHW4
Q8NHW4
P13501

NA (in mouse
P27784)
P80098

P80075

NA (in mouse
P51670)
NA

P51671

NA (in mouse)

Q99616

Q16627

Q16663

015467

Q92583

P55774

Q99731

I,Pt

MCP-1 : Monocyte
chemoattractant
protein-1

MIP-1a : Macrophage
inflammatory protein-
1-a

LD78pB

LD78B
MIP-1B : Macrophage
inflammatory protein-

1-B
AT744.2

RANTES : Regulated

Activation Normal T cell
Expressed and Secreted

MCP-3 : Monocyte
chemoattractant
protein-3

MCP-2 : Monocyte
chemoattractant
protein-2

Eotaxin

MCP-4 : Monocyte
chemoattractant
protein-4

HCC-1 : Haemofiltrate
CC chemokine ou MIP-
1d : Macrophage
inflammatory protein-
1-d

HCC-2 : Haemofiltrate

CC chemokine 2 ou Lkn-

1 : leukotactin 1
HCC-4 : Haemofiltrate
CC chemokine 4 ou
LEC : liver expressed
chemokine

TARC : Thymus and
activation regulated
chemokine

PARC : Pulmonary and
activation regulated
chemokine

MIP-38 : Macrophage
inflammatory protein-
3-B ou ELC : Epstein
Barr virus induced
receptor ligand

ccL2

CcCL3

CCL3L1
CCL3L3

ccL4

CCL4L1
ccL4L2
CCLS

ccL7

CccL8

CCL11

CCLi3

CCL14

CCL15

CCL16

CcCL17

CCL18

CCL19

Immunité innée

Trafic de cellules T et de
monocytes/macrophages
Immunité innée

Réponses immunitaires Th1 et

Th2
Interaction T/DC

Suppression du VIH

Immunité innée et adaptative

ND

Réponse immunitaire Th2

Réponse immunitaire Th2

ND
NA

Réponse immunitaire Th2

Trafic et dégranulation d'Eo,
BA, MC
ND

ND

ND

Facteur de maturation DC

Réponse immunitaire Th2

Attraction des cellules T et B
Hématopoiese par DC

Homing des cellules T et DC au
ganglion lymphatique
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chemokines

CCL20 P78556 MIP-3a : Macrophage ccL2o Développement de GALT,
inflammatory protein- homing des cellules B et DC a
3-a ou LARC : liver and GALT, réponse immunitaire
activation regulated Th17, réponse humorale IgA
chemokine dans l'intestin

CCL21 000585 SLC : Secondary CCL21 Homing des cellules T et DC au
lymphoid tissue ganglion lymphatique
chemokine

CCL22 000626 D MDC : Macrophage CcCL22 Réponse immunitaire Th2
derived chemokine

CCL23 P55773 P MPIF-1 CCL23 ND

CCL24 000175 H Eotaxin-2 ou MPIF-2 : CCL24 Migration des Eo

Myeloid progenitor
inhibitory factor-2
CCL25 015444 H TECK : Thymus CCL25 Migration des thymocytes,
expressed chemokine Homing des cellules T mémoire
vers l'intestin

CCL26 Q9Y258 | Eotaxin 3 CCL26 Réponse immunitaire Th2
CCL27 Q9Y4X3 H CTACK : cutaneous T- ccLz7 Homing des lymphocytes T
cell attracting vers la peau

chemokine ou ESkine :
Embryonic stem cell
chemokine

CCL28 QSNRIJ3 H Mec : Mucosae- CCL28 Homing des lymphocytes T
Associated Epithelial vers les surfaces muqueuses
Chemokine

Sous-famille C (y chemiokine)

XCL1 P47992 D Lymphotactin ou SCM- XCL1 Présentation croisée de I'Ag
Lymphotactin la : Single C motif-1 a par CD8+ DCs
XCL2 Q9UBD3 D SCM-1B : Single C XCL2 Présentation croisée de I'Ag
Lymphotactin motif-1 B ou par CD8+ DCs
Lymphotactin-p

Sous-famille CX3C (6 chemiokine)
CX3CL1 P78423 D Fractakine/neurotactin CX3CL1 Migration des cellules NK,
Fractalkine monocytes et Thl

Tableau 2. Nomenclature, classification et principales fonctions des chimiokines humaines.
Les chimiokines sont regroupées en 4 sous-familles CXCC, CC, C et CX3C, en fonction du

nombre et de I'espacement des deux cystéines localisées a I'extrémité —NH2 terminale des
protéines. Les chimiokines de la sous-famille CXC peuvent d'autres par étre classées en ELR
et ELR" en fonction de I'absence et de la présence du motif glutamate-leucine-arginine en
amont de la premiére cystéine de la partie —NH2 terminale. 1: inflammatoire, H:
homeostatique, P ou Pt : chimiokines plasmatiques ou plaquettaires activées par clivage, U :
propriété non connue (Unknown), NKT: natural killer T cell, NK: natural killer, DCs :
dendritic cells, GALT : gut-associated lymphoid tissue, Eo : eosinophils, Ba : basophil, ND :
not determined, NA : not applicable. D'apres Bachelerie et al. 2014 ; Zlotnik and Yoshie 2012.
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1.1.2 Structure des chimiokines

Les chimiokines sont codées par des genes différents et leurs structures primaires
présentant des variations. Les comparaisons de séquences d'acides aminés indiguent une
identité de séquences entre 20 % et 90 % (Miller and Mayo 2017). Cependant, malgré les
différences entre les séquences, les protéines présentent des repliements tres similaires
constitués de trois feuillets B antiparalleles (B1, B2 et B3) sur lesquels vient se replier une
hélice a située dans la partie —COOH terminale (figure 7). Cette structure canonique est
retouvée dans toutes les chimiokines, y compris dans les deux chimiokines de la sous-famille
C qui ne présentent qu'un pont disulfure établi entre les deux deux cystéines présentes dans
la structure (Tuinstra et al. 2008).

> COOH
\ /

p~

Hélice a

Pont S-S entre

2¢ et 4¢ Cys J
>0s Hélice 34,

Pont S-S entre LS
1¢ et 3¢ Cys 30s B1 ,x

< ' 3 '

NH, Boucle NH, terminale

Figure 7. Structure des chimiokines .

Les différentes chimiokines adoptent une structure tertaire formée de trois feuillets B
antiparalleles (B1, B2 et B3) et d'une hélice a dans la partie -COOH terminale. Une hélice 31
se situe a l'entrée du premier feuillet B, aprés la boucle NH2 terminale. Trois boucles
désignées par 30s, 40s et 50s relient, respectivement, le feuillet 1 au feuillet B2, le feuillet
B2 au feuillet B3 et le feuillet B3 a I'hélice a en C-terminal. L'extrémité —NH2 terminale est
flexible. Pour les chimiokines des sous familles CC, CXC et CX3C, des ponts disulfures (S-S),
présentés en jaune sur la figure, sont établis entre, les premiere et troiséme cystéines et les
seconde et quatriéme cystéines rencontrées dans la séquence en commengant a I'extrémité
—NH2 terminale. D'apres Miller and Mayo 2017.

Les chimiokines peuvent s'associer sous forme de dimeres, tetrameres, voire des
oligomeéres de taille plus importante. Alors que les structures des monomeres sont trés
similaires, la structure des assemblages oligomériques est tres variée suivant la sous-famille
de chimiokine considérée. Les différentes formes oligomériques peuvent co-exister dans un
équilibre complexe dépendant des conditions de l'environnement (pH, concentration en
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sels, présence de ligands comme les glycosaminoglycanes,..) (Kufavera et al. 2015). A c6té
des homo-diméres/homo-oligomeéres, l'association de chimiokines différentes avec
formation notamment d'hétérodimeéres de type CC/CC ou CC/CXC a été observée in vitro et
in vivo. Plusieurs études suggerent également que la signalisation cellulaire induite par ces
associations protéiques et donc la fonction sous-tendue peuvent étre différentes de celles
liées aux formes monomériques (pour revue voir Miller and Mayo 2017).

1.1.3 Les récepteurs de chimiokines

Les chimiokines interagissent avec des récepteurs qui sont essentiellement de deux
types : des récepteurs couplés aux protéines G (RCPGs) formés de sept domaines
transmembranaires et appartenant a la classe A (rhodopsin-like) et des récepteurs aux
chimiokines atypiques (ACKRs), égalemement constitués de domaines transmembranaires
(six ou sept) mais non couplés aux protéines G. La liste des récepteurs est donnée dans le
tableau 3.

Récepteurs de chimiokine couplés aux protéines G humaines

Nom Numéro d’acces  Fonction

CXCR1 P25024 Trafic de neutrophiles

CXCR2 P25025 Lymphopoiése des cellules B, sortie et trafic de neutrophiles de la moelle
CXCR3 P49682 Immunité adaptative de type 1

CXCR4 P61073 Hématopoiése, organopoiése, immunité adaptative

CXCR5 P32302 Trafic de lymphocytes B et T dans le tissu lymphoide

CXCR6 000574 Fonction des cellules lymphoides innées, immunité adaptative

CCR1 P32246 Immunité innée, immunité adaptative

CCR2 P41597 Trafic de monocytes, immunité adaptative de type 1

CCR3 P51677 Immunité adaptative de type 2, distribution et trafic d'éosinophiles
CCR4 P51679 Homing des cellules T mémoire résidents vers la peau, thymopoiése, réponse

immunitaire Th2

CCR5 P51681 Immunité adaptative de type 1

CCR6 P51684 Trafic de cellules dendritiques immatures, réponse immunitaire adaptative Th17,
développement de GALT (gut-associated lymphoid tissue)

CCR7 P32248 Trafic de lymphocytes B, T et cellule dendritique myéloide du tissu lymphoide
vers la zone des lymphocytes T, sortie des lymphocytes T des tissus

CCR8 P51685 Thymopoiese, surveillance immunitaire de la peau, immunité adaptative de type
2

CCR9 P51686 Thymopoiéese; homing des cellules T a l'intestin, développement et fonction de
GALT (gut-associated lymphoid tissue)

CCR10 P46092 Immunité humorale au niveau des muqueuses, surveillance immunitaire de la
peau

XCR1 P46094 Présentation croisée de I'Ag par CD8+ et les cellules dendritiques

CX3CR1 P49238 Patrouille de monocytes dans I'immunité innée, migration de cellules microgliales

et de cellules NK, immunité adaptative de type 1

Récepteurs de chimiokines atypiques (ACKR)
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ACKR1 Q16570 Transcytose des chimiokines, capture des chimiokines

ACKR2 000590 Capture des chimiokines

ACKR3 P25106 Développement des valvules cardiaques, fagonnent le gradient de chimiokine
pour CXCR4

ACKR4 Q9NPB9 Capture des chimiokines

CCRL2 (ACKR5) 000421 Non défini (ND)

PITPNM AAI28584.1 Métastase du cancer du sein

(ACKR®6)

Tableau 3. Récepteurs aux chimiokines humains et principales fonctions.

Les chimiokines se lient a des récepteurs couplés aux protéines G (RCPGs) ou non couplés
aux protéines G dénommeés ACKR (Atypical chemokine receptors). D'apres Bachelerie et al.
2014.

Leur nomenclature fait référence a la sous-famille de chimiokines se liant au
recepteur. Ainsi les récepteurs aux chimiokines appartenant aux groupes des RGPGs peuvent
étre subdivisés en quatre sous-groupes : les récépteurs CXCR comptant chez I'homme 6
membres, les récepteurs CCR comptant 10 membres, les récepteurs XCR et le récepteur
CX3CR contenant chacun un membre (XCR1 et CX3CR1, respectivement). La comparaison du
nombre de récépteurs CXCR, CCR et XCR aux nombre de chimiokines de sous-familles CXC et
CC (17, 28 et 2 resctivement), révele I'absence d'une spécificité stricte entre les deux
protagonistes. Ainsi certains récépteurs peuvent interagir avec plusieurs chimiokines
différentes appartenant a la méme sous-famille et inversement une chimiokine donnée peut
se lier a des récepteurs différents (figure 8). Pour les récepteus interagissant avec différents
chimiokines, I'affinité peut étre différente ou non suivant la chimiokine. CXCR1 lie CXCL8
avec une affinité élevée et CXCL6 avec une faible affinité. D'un autre c6té CXCR2 lie les sept
chimiokines CXCL1/2/3/5/6/7/8 avec une forte affinité (Rajagopalan et al. 2006 ; Baggiolini
et al. 1997 ; Gijsbers et al. 2004).
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Figure 8. Chimiokines et interaction avec leurs récepteurs.

Les chimiokines peuvent interagir avec des récepteurs couplés aux protéines G (RCPGs) ou
non couplés aux protéines G (ACKR = Atypical Chemokine Receptor). D'aprés Bachelerie et al.
2014.

Sur I'ensemble des 18 récepteurs aux chimiokines du groupe RCPGs, seuls sept semblent
interagir chacun avec une seule chimiokine et induire une signalisation en aval (tableau 4).

Récepteur Chimiokine

CXCR4 CXCL12 (H)
CXCR5 CXCL13 (H)
CXCR6 CXCL16 (1)
CCR6 CCL20 (D)
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CCR8 CCL1 (1)
CCR9 CCL25 (H)
CX3CR1 CXCCL1

Tableau 4. Récepteurs RCPGs de chimiokines avec une reconnaissance stricte vis-a-vis
d'une chimiokine ligand.
H = homéostatique, | = inflammatoire, D = duale. D'aprés Bachelerie et al. 2014 et Zlotnik

and Yoshie 2012).

D'autres récepteurs aux chimiokines non couplés aux protéines G ont été mis en
évidence. Ces récepteurs initialement appelés "récepteurs leurres, piéges, ou intercepteurs"”
ont été renommés ACKR pour Atypical Chemokine Receptor (Bachelerie et al. 2014). Six
ACKR sont actuellement connus (tableau 3). Certains de ces récepteurs lient plusieurs
chimiokines, alors que ACKR5 et ACKR6 n'ont chacun qu'un ligand connu. Leur structure
peut étre proche de celle d'un RCPG a sept domaines transmembraires pour ACKR3, d'autre
comme ACKR6 ne présente que 6 domaines transmembranaires. Ces récepteurs ont été
retrouvés dans de nombreux types cellulaires : leucocytes, lymphocytes, cellules de la
moelle osseuse, cellules dendritiques, stromales, neuronales, et dans des tissus comme le
poumon et les intestins (pour revue voir Bachelerie et al. 2014).

Les récepteurs aux chimiokines se trouvent sous forme de monomeres et dans certains cas
peuvent former des oligomeres, homo- ou hétéro-dimeres (Thelen et al. 2010). Ainsi, les
récepteurs CCR2, CCR5, CXCR4, ACKR3, CXCR2, CXCR1 et DARC (Duffy antigen/receptor for
chemokines) forment des homodiméres et pourraient aussi former des hétéro-diméres
(Salanga et al. 2009). La liaison de CXCL12 a CXCR4 déclenche souvent I'homo- mais parfois
également I'hétérodimérisation avec ACKR3, en fonction du niveau de co-expression des
récepteurs (Levoye et al. 2009).

1.1.4 Liaisons des chimiokines aux glycosaminoglycanes (GAGS)

En dehors de leur fixation a des récepteurs RCPG ou ACKR, les chiomiokines se lient
également aux glycosaminoglycanes (GAGs) constitués de longues chaines glucidiques acides
(héparine/héparanes sulfates, chondroitines sulfates, kératanes sulfates et acide
hyaluronique) liées de maniére covalente ou non a des protéiques membranaires pour
former des protéoglycanes ancrés dans la membrane cellulaire ou réparties dans la matrice
extracellulaire (figure 9). Les GAGs varient considérablement dans leur composition et dans
leur longueur qui peut aller de un a plusieurs dizaines de milliers d'unités disaccharidiques.
Les processus affectés par les interactions chimiokine-GAG sont cités dans le tableau 5.
L'importance de l'interaction des chimiokines avec les GAGs a été démontrée in vivo dans
des animaux présentant des mutations au niveau des chimiokines empéchant leur
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intercation avec les GAGs, tout en maintenant l'interaction avec les récepteurs. Cette
interaction est indispensable a lI'immobilisation des chimiokines et permet la création de
gradients de chimiokines nécessaires a la migration par haptotaxie des cellules présentant
des récepteurs aux chimiokines (Proudfoot et al. 2003 ; Rot 1993 ; Haessler et al. 2011 ;
Weber et al. 2013). L'interaction avec les GAGs semble d'autre part favoriser la stabilité des
chimiokine, la transcytose, ainsi que I'oligomérisation des chimiokines (et réciproquement)
(Hoogewerf et al. 1997 ; Lau et al. 2004 ; Kuschert et al. 1999). Cette derniere induit une
modulation de l'interaction des chimiokines avec leurs récepteurs et en corollaire de la
signalisation cellulaire (Kuschert et al. 1999). Des peptides et des spiegelmers inhibant
I'interaction des chimiokines avec les GAGs ont été proposés comme molécules
thérapeutiques potentielles (pour revue voir Thompson et al. 2017 ; Kufavera et al. 2015;
Crijns et al. 2020).

Cependant les modeéles structuraux permettant de visualiser ces interactions restent
encore limités a I'heure actuelle.

.. Stabilité de I'homodimere CXCL1, formation d'un gradient de
Héparine, . . .
HS chimiokine pour le trafic cellulaire,
CXCL1 migration des neutrophiles dans le poumon

HS Liaison a CXCR2 et migration des neutrophiles in vivo
KS Formation de gradient dans la réponse inflammatoire de I'ceil
Formation de complexes GAG/CXCL2/CXCR2
oxXCL2 Héparine Stabilité de I'homodimere CXCL2
Migration des neutrophiles dans le poumon
HS Migration des neutrophiles in vivo en réponse a CXCL2
Héparine, Liaison a haute affinité
HS, CS
Cxcla GAGs Prévention de la dégradation
cellulaire
CXCL5 Héparine Formation d'hétérodiméres in vivo
CXCL6 HS Liaison a haute affinité
CXCL7 Héparine Formation d'hétérodiméres in vivo
Héparine, Liaison a haute affinité
DS, CS, HA
Formation induite par CXCL8 d'especes réactives de I'oxygeéne
et chimiotaxie in vitro des neutrophiles
Inhibition de la libération d'élastase
CXCL8 HS .. . o
Liaison a haute affinité
Activité neutrophile in vivo, inhibition de la libération
d'élastase des neutrophiles
GAGs Migration de neutrophiles in vivo, transcytose
endothélial  Oligomérisation
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CXCL9

CXCL10

CXCL11

CXCL12

CCL2

CCL3

CCL4

CCL5

Héparine,
CS, HS

HS

GAGs
endothélial

Héparine,
HS

GAGs
endothélial

Héparine

HS

GAGs
endothélial

Héparine,
HS

Héparine,
HA, CS, DS

Héparine,
HS

Héparine,
HS, HA, CS,
GAGs
cellulaire
Héparine,
HS, DS, CS
Héparine,
HS, DS, CS

Héparine,
HS

Protection contre I'activité CD26/DPPIV

Recrutement de cellules plasmacytoides
Recrutement et migration transendothéliale des cellules T

Liaison a haute affinité

Oligomérisation

Recrutement de cellules plasmacytoides

Effet anti-prolifératif sur les cellules endothéliales

Effet anti-fibrotique dans les poumons

Effet antiviral contre le virus de la dengue

Recrutement et migration transendothéliale des cellules T

Migration cellulaire in vivo

Liaison a haute affinité

Liaison a haute affinité

Recrutement de cellules plasmacytoides

Recrutement et migration transendothéliale des cellules T

Liaison a haute affinité

Oligomérisation

Protection contre I'activité CD26/DPPIV

Activation des lymphocytes T dans la synoviale de Ia
polyarthrite rhumatoide

Accumulation de leucocytes intrapéritonéaux et angiogenese
Activité anti-VIH

Liaison a haute affinité

Liaison a haute affinité
Oligomérisation
Hétérodimérisation
Recrutement cellulaire in vivo
Liaison a haute affinité

Liaison et oligomérisation a haute affinité
Liaison et oligomérisation a haute affinité

Liaison a haute affinité
Oligomérisation
Fonction biologique in vivo
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Adhésion ferme des leucocytes aux cellules endothéliales
Migration transendothéliale des macrophages in vitro
Apoptose dépendante de CCL5 dans les cellules T

Liaison a haute affinité

CCL?7 ::pa fine, Recrutement de leucocytes in vivo
Hétérodimérisation

CCL8 Héparine Oligomérisation

CcCL13 Héparine Liaison a haute affinité

Hétérodimérisation
Tableau 5. Apergu des processus affectés par les interactions chimiokine-GAG.
GAG = glycosaminoglycane, HS = sulfate d'héparane, KS = sulfate de kératane, CS = sulfate de

chondroitine, DS = sulfate de dermatane, HA = acide hyaluronique, DPPIV = dipeptidyl
peptidase IV, VIH = virus de l'immunodéficience humaine. D’aprés Crijns et al. 2020.

a)

Récepteur chimiokine }

Chimiokine ===~ ‘"‘,{

GAG en interaction
avec des chimiokines

Figure 9. Modeéle d'interaction entre chimiokine, RCPG et glycosaminoglycanes (GAG).

Le modeéle prend I'exemple de la chimiokine CXCL8. a) La chimiokine interagit avec des GAG
situés a la surface de la membrane de cellules endothéliales créant un gradient de
concentration permettant le recrutement de leucocytes et leur transmigration de la
circulation sanguine vers les tissus. En noir : la chimiokine, en bleu : un protéoglycane
(glypicane), en rouge : un récepteur aux chimiokines de type RCPG a la surface d'un
leucocyte. La fleche indique la transcytose de chimiokines a travers I'endothelium vers la
lumiére des vaisseaux. b) Structure 3D de CXCL8 humaine. En vert les acides aminés basiques
interagissant avec les GAG. En orange, d'autres acides aminés basiques. D'aprés Thompson
et al. 2017 ; Crijns et al. 2020.
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1.1.5 Interaction chimiokines — récepteurs et signalisation cellulaire en

aval.

La signalisation via les chimiokines est complexe du fait de la promiscuité de
certaines interactions (interaction entre une chimiokine et plusieurs récépteurs ou entre
plusieurs chimiokines et un méme récepteur), de la laison de la chimiokine a des GAGs, des
leurs modifications post-traductionnelles (Thompson et al. 2017) et de ['existence
potentielle de multiples états d'oligomérisation du ligand et du récepteur pouvant conduire
a des signalisations diverses. Cependant malgré I'apparente redondance du réseau
chimiokine/récepteur, le systéeme est contrélé de maniére spatiale et temporelle pour
permettre un fonctionnement harmonieux de I'ensemble.

La liaison des chimiokines a leurs récepteurs du type RCPGs et l'activation de la
signalisation en aval ont fait I'objet de nombreuses études. Un modéle en deux étapes avec
deux sites indépendants a été proposé dans les années 1990 pour décrire la reconnaissance
ligand/récepteur. Dans ce modeéle, la partie amino terminale extracellulaire du récepteur
interagit dans un premier temps avec le cceur globulaire de la chimiokine au niveau de la
boucle —NH2 terminale (site 1), s'ensuit une interaction de la partie amino-terminale flexible
de la chimiokine avec le faisceau d'hélices transmembranaires du récepteur (site 2) (figure
10). L'interaction au niveau du site 1 guiderait I'affinité et la spécificité, alors que la liaison au
niveau du site 2 serait responsable de I'activation du récepteur et induirait la signalisation
cellulaire (Monteclaro and Charo 1996 ; Monteclaro and Charo 1997 ; Crump 1997).

Boucle-40s

p2-p3

C-terminale

Hélice-a
e Boucle-N
Eoucte—ﬁﬂs’
hélice a-p3
Boucle-30s
B1-p2
N-terminale

Figure 10. Récepteurs couplés aux protéines G et interaction avec une chimiokine.

a) Structure d'un RCPG a 7 domaines transmembranaires (7 TM). Les récepteurs sont des
protéines de 320 a 380 acides aminés. lls présentent dans leur structure sept hélices a
transmembranaires (TM1-TM7), reliées par trois boucles du coté externe de la cellule (ECL1,
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ECL2 et ECL3) et trois boucles du c6té intracellulaire (ICL1, ICL2 et ICL3). La résolution des
structures 3D des récepteurs CXCR1, CXCR4 et CCR5 a révélé une quatrieme boucle
extracellulaire ECL4 reliant I'extrémité —NH2 terminale du récepteur au septieme domaine
transmembranaire et maintenu par un pont disulfure. L'extrémité —NH2 terminale est
extracellulaire et I'extrémité —COOH terminale est intracellulaire. Cette extrémité —COOH
terminale adopte dans les formes non tronquées une structure en hélice a. Elle contient
également le site d'attachement pour une ancre lipidique. b) Les domaines structuraux
impliqués dans l'interaction chimiokine/récepteur dans le modele en deux étapes et deux
sites. Dans une premiére étape la partie —NH2 terminale du récepteur reconnait le cceur de
la chimiokine, dans une fente située au niveau de la boucle N-terminale et le feuillet B3 de la
chimiokine (site 1 d'interaction). Dans une seconde étape, l'extrémité flexible —NH2
terminale de la chimiokine se positionne au niveau de résidus dans les hélices
transmembranaires du récepteur (site d'interaction 2). Selon les couples
chimiokine/récepteur, cette extrémité de la chimiokine s'enfonce plus ou moins
profondément dans la cavité du récepteur. CRS1 = site 1 de reconnaissance des chimiokines,
CRS2 = site 2 de reconnaissance des chimiokines, ECL = boucle extracellulaire, ICL = boucle
intracellulaire. D'aprés Kleist et al. 2016 ; Szpakowska et al. 2014.

Ce modeéle d'interaction a deux sites a été conforté par différents résultats
expérimentaux utilisant des récepteurs chiméres ou des chimiokines mutées (Monteclaro
and Charo 1996 ; Monteclaro and Charo 1997 ; Crump 1997). Cependant des résultats plus
récents vont a I'encontre de l'indépendance structurale et fonctionnelle des sites 1 et 2. De
méme, les sites 1 et 2 ne sont pas toujours aussi nettement définis, d'autres points
d'interaction peuvent exister et des interactions non site 1 et non site 2 ont été proposées
(site 1.5) (Qin et al. 2015). Les boucles extracellulaires du récepteur et notamment la boucle
E2, mais aussi E3 et E4 semblent également jouer un réle dans l'interaction permettant le
positionnement correct de la chimiokine et le transfert de l'information vers l'intérieur de la
cellule. Les nouveaux modeles intégrent une interaction multi-sites, dynamique, avec une
interdépendance entre la (les) chimiokine(s) et le (les) récepteur(s), l'interaction modifiant la
structure de chacun des protagonistes (pour revue voir Kleist et al. 2016).

Les signalisations induites par l'interaction chimiokine/récepteur sont variées et
classées en signalisation protéine G dépendante et signalisation B-arrestine dépendante,
bien que d'autres voies puissent exister.

1.1.5.1 Signalisation protéine G dépendante

Dans le schéma classique, la liaison d’'une chimiokine a son RCPG induit une
activation d'une protéine G hétérotrimérique couplée au récepteur et conduit a une série de
signaux intracellulaires. Un motif DRY, présent dans la deuxieme boucle intracellulaire du
récepteur est important dans cette signalisation. Les protéines G sont des GTP-ases
composées de trois sous-unités (a, B, y). Sous forme inactive la sous-unité a est liée GDP.
Aprés activation, le GDP est échangé pour du GTP. La protéine G trimérique se décompose
alors en deux sous-unités : Ga liée au GTP et le dimére G-By. Ces sous unités libres sont
ensuite capables d’interagir avec des différentes molécules effectrices ancrées dans ou
situées a proximité de la membrane cellulaire. Ainsi, des enzymes modifiant les
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phospholipides et notamment les phospholipases C B2 et B3 (PLC) et la phosphoinositide 3-
kinase (PI13K) peuvent étre activées. PLC hydrolyse le phosphatidyl inositol 4-5 diphosphate
(PIP2) en diacylglycerol (DAG) et inositol 1,4,5 tri-phosphate (IP3). DAG active la protéine
kinase C (PKC) qui catalysent des phosphorylation de protéines telles que les MAPKs (Naor
2009) et IP3 permet l'augmentation du Ca®* cytosolique, aprés fixation sur les récépteurs
présents au niveau des réservoirs calciques intracellulaires. La kinase PI3K générent des
inositides 3-phosphate qui servent de point d'ancrage pour le recrutement de protéines
présentant des domaines homologues de la pleckstrine (PH), telles que la protéine kinase B
(PKB = AKT) (Thelen 2001 ; Macoska 2011 ; Offermanns 2003). Ces premiers événements
intracellulaires semblent communs a la plupart des récepteurs aux chimiokines couplés aux
protéines G. Par contre les étapes suivantes varient grandement et dépendent de nombreux
facteurs (contexte et au type de cellule) qui peuvent moduler I'efficacité de l'interaction et
par conséquent générer des flux de signalisation avec des composantes spatiales et
temporelles différentes. La densité de récepteurs a la surface d'une cellule, leur
modifications post traductionnelles, la formation d'‘homodiméres ou d'hétérodimeéres, |'état
d'oligomérisation de la ou des chimiokines sont des facteurs pouvant moduler la
signalisation cellulaire. De plus les RCPGs ont des mobilité réduite au niveau membranaire et
des associations préférentielles de RCPGs et de protéines G a certains endroits de la
membrane ont été rapportés (Kusumi et al. 2010 ; Sungkaworn et al. 2017). La signalisation
peut ainsi dépendre de l'assemblage macromoléculaire présent a un endroit donné et
impliquant le récepteur, la protéine G et I'ensemble des protagonistes d'une voie de
signalisation. La signalisation induite par l'activation du récepteur se termine lorsque la
partie —COOH terminale du récepteur est phosphorylée par des sérine — thréonine kinases
GRKs (GPCR kinases) ce qui induit la désensibilisation du récepteur. La phosphorylation
permet la fixation de l'arrestine qui recrute la B-2 adaptine et la clathrine ce qui amene le
récepteur et la chimiokine vers les puits a clathrine et conduit a leur internalisation. Apres
transfert vers les endosomes, le récepteur peut étre soit recyclé, soit I'ensemble chimiokine
et récepteur est amené vers les lysosomes pour étre dégradé.

1.1.5.2 Signalisation B-arrestine dépendante

L'arrestine fixée a la partie —COOH terminale du récepteur peut également servir de
point d'ancrage a la fixation et a I'activation de protéines kinases : tyrosine kinases de la
famille Src (conduisant a I'activation de la voie des MAPKs), AKT, PI3K (Rajagopal et al. 2010 ;
Luo et al. 2017 ; Smith et al. 2017 ; Ziarek et al. 2017). Cette signalisation nommée arrestine-
dépendante médie différents aspects de la migration cellulaire comme la polymérisation des
filaments d'actine, I'adhésion, la protrusion membranaire, mais est aussi impliquée dans la
survie, la prolifération et la différentiation cellulaire.
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1.1.5.3 Autres voies d'activation

En dehors de des activations dépendantes des protéines G ou de |'arrestine, d'autres
voies sont possibles. Ainsi l'interaction entre CXCL12 et son récepteur CXCR4 sous forme
dimérique peut conduire a l'activation de la voie JAK/STAT (Janus kinases/Signal transducer
and activator of transcription) (Soriano et al. 2003). Les kinases JAK1 et JAK2 phosphorylent
des résidus tyrosine du récepteur, ce qui conduit au recrutement et a la dimérisation de
STAT et a l'activation de la voie de signalisation associée avec mobilisation du Ca®'
intracellulaire. Cette interaction semble controlée par la sous-unité Gai, suggérant un
couplage entre la signalisation liée aux protéines G et les autres voies de signalisation.

1.1.5.4 Roéle des récepteurs atypiques ACKR dans la modulation de la signalisation

induite par les chimiokines.

La signalisation pléiotrope induite par les chimiokines doit étre régulée de maniere
tres fine aussi bien au niveau spatial que temporel afin d'assurer une spécificité de réponse
cellulaire et tissulaire et maintenir 'homéostasie et I'intégrité des organes et de |'organisme.
Plusieurs mécanismes régulateurs ont été décrits, comme la signalisation biaisée (qui
correspond a la capacité d'un récepteur ou d'un ligand a engager des voies de signalisation
différentes, avec des efficacités variables selon le ligand ou le récépteur utilisé), la
modulation allostérique de l'interaction, la dimérisation (homo ou hétéro) du récepteur,
I'internalisation du récepteur aprés interaction avec l'arrestine, la séquestration du ligand
par les GAGs a la surface des cellules ou dans la matrice extracellulaire, I'oligomérisation des
chimiokines et leur maturation protéolytique (Bonecchi et al. 2009 ; Zweemer et al. 2014 ;
Mahabaleshwar et al. 2012 ; Crijns et al. 2020 ; Proudfoot et al. 2017 ; Proost et al. 2017)
pour revue voir Stone et al. 2017.

Une régulation supplémentaire est apportée par les récepteurs atypiques ACKR. Ces
récepteurs ont des structures analogues aux RCPGs, sont capables de lier des chimiokines
sans susciter les signalisations canoniques via les protéines G vues pécédemment pour les
RCPGs. Cette inaptitude a signaler via les protéines G semble corrélée a |'absence dans Ila
plupart des ces récepteurs du motif canonique DRYLAIV présent dans la deuxieme boucle
intra cellulaire 12 du récepteur. Par contre les récepteurs ACKRs gardent la propriété de
liaison a la B arrestine, ce qui permet l'internalisation du couple chimiokine/récepteur, le
recyclage du récepteur vers la membrane et la dégradation lysosomale de la chimiokine
(Boldajipour et al. 2008 ; Mahabaleshwar et al. 2012). En séquestrant des chimiokines, les
ACKRs peuvent ainsi moduler leur gradient et controler ainsi la mobilité cellulaire. La famille
comporte quatre ACKRs majeurs (ACKR1 a ACKR4) et deux récepteurs potentiels (ACKR5 et
ACKR6) dont les fonctions sont en cours d'investigation. Les récepteurs ACKR1 — ACKR4
présentent une promiscuité dans la liaison des chimiokines (figure 8). Le récepteur ACKR3
est le plus étudié parmi ces récepteurs, il est exprimé dans les cellules hématopoiétiques, les
neurones, les cellules mésenchymateuses, les cellules endothéliales et les cellules
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cancéreuses. Le récepteurs n'a que deux ligands CXCL11 et CXCL12 (figure 8). ACKR3 peut
former un hétérodimére avec CXCR4. Il constitue un leurre pour la chimiokine CXCL12 et
semble jouer un réle prépondérant dans |'organogénese ainsi que le développement et la
progression tumorale (Levoye et al. 2009).

Dans notre étude nous nous sommes intéressés a la chimiokine CXCL12. Elle est I'une
des rares chimiokines a interagir avec un seul récepteur RCPG, a savoir le récepteur CXCR4 et
avec un seul ACKR en l'occurrence le récepteur ACKR3. Dans la suite de cette introduction,
nous allons nous focaliser sur les propriétés et la fonction de cette chimiokine et de ses
récepteurs dans la pathologie cancéreuse et notament dans le glioblastome.

2 La chimiokine CXCL12 et ses deux récepteurs CXCR4
et ACKR3 (CXCR7)

2.1 CXCL12, isoformes et données cristallographiques

La protéine CXCL12 ou SDF1 « stromal cell-derived factor-1 » a été identifiée et isolée a
partir des cellules stromales de la moelle osseuse (Tashiro et al. 1993). Cette protéine est
classée dans la famille des chimiokines CXC. Elle présente la structure tridimensionnelle
caractéristique des chimiokines (figure 11). Le geéne humain de CXCL12 est localisé sur le
chromosome 10q (Shirozu et al. 1995). Cette chimiokine existe sous forme soluble mais elle
peut aussi se lier aux glycosaminoglycannes présents a la surface des cellules. Elle joue un
réle dans I'adhésion et dans la transmigration des leukocytes (Janowski 2009 ; Bryant et al.
2012 ; Daubeuf et al. 2013).

COOH

Figure 11. Structure tridimensionnelle de la chimiokine CXCL12 (SDF-1).
D’apres Burteau et al. 2007.
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Six isoformes du CXCL12 ont été identifiées chez I'hnomme : CXCL12a, CXCL128,
CXCL12y, CXCL126, CXCL12e et CXCL12@. Les deux principales isoformes CXCL12a et
CXCL12pB, proviennent d'un seul géne par épissage alternatif (Nagasawa et al. 1996).
CXCL12a code une protéine de 89 acides aminés AA alors que CXCL12 B code une protéine
de 93 AA, dont les 89 premiers AA sont identiques a ceux de CXCL12a. Les 4 nouvelles
isoformes de CXCL12 humain CXCL12y, CXCL12§, CXCL12€ et CXCL12@ ont été identifiées par
(Yu et al. 2006). Ces différentes isoformes partagent toutes les trois premiers exons, mais
I'exon 4 dans chaque cas est dérivé de différentes régions du locus du géne CXCL12 humain
sur le chromosome 10q11 (figure 12).

cerome ——C W ——__rF
CXCL12 a
89 aa
CXCL12 B
93 aa
CXCL12 vy
119 aa
CXCL12 &
140 aa
CXCL12 ¢
90 aa
CXCL12 ¢
100 aa

Figure 12. Structure génomique du géne CXCL12 humain.

Les cases indiquent des exons avec une case pleine représentant la région de codage. Les
lignes indiquent les introns. Les ARNm des cing variants d'épissage ont été alignés. D’aprés
Yu et al. 2006.

L'ADNc du CXCL12y humain a été isolé de 'ARNm du cerveau feetal et compte 543
paires de bases. Les trois premiers exons de CXCL12y sont identiques a 100 % a celles de
CXCL12a et CXCL12B. Le quatrieme exon est situé a 3200 pb en aval du troisieme exon sur le
locus du géne CXCL12 et se situe entre le troisieme exon et le quatrieme exon de CXCL12p. Il
possede une séquence signal de polyadénylation et un segment poly-A. La séquence
peptidique code pour 119 AA. Les 89 premiers AA sont identiques a ceux du CXCL12a et
CXCL12B, rajoutant 30 AA supplémentaire a I'extrémité C-terminaux.
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L'ADNc du CXCL126 humain a été isolé de I'ARNm du coeur humain et mesure 1052
paires de bases. La séquence AA du CXCL126 prédit un peptide de 140 AA. Les 89 premiers
AA sont identiques a ceux du CXCL12a et CXCL12pB. Les 51 AA supplémentaires du C-terminal
sont uniques.

L'ADNc du CXCL12€ humain a été isolé de I'ARNm du cerveau foetal humain et mesure
628 paires de bases. L'ADNc du CXCL12¢p humain a été isolé de I'ARNm du cceur du feetus et
mesure 621 paires de bases. Les trois premiers exons de CXCL12e et CXCL12¢p sont
identiques a 100 % a ceux des isoformes CXCL12a et CXCL12B. Les ARNm de CXCL12¢ et
CXCL12¢p ont une organisation génomique trés similaire, le quatriéeme exon situé a environ
81 kilobases en aval du troisieme exon. La séquence en acides aminés (AA) de CXCL12e
prédit un peptide de 90 AA, alors que celle de CXCL12¢ est de 100 AA.

Ces différentes isoformes présentent une distribution tissulaire différente et
semblent induire la méme réponse cellulaire mais dans des conditions physiologiques ou
pathologiques différents (Janowski 2009).

La séquence en acides aminés de CXCL12 est remarquablement conservée entre les
especes avec 95 % d’homologie entre la souris et I'humain (Shirozu et al. 1995 ; Tashiro et al.
1993). Cette conservation a travers |'évolution suggére un role fondamental de CXCL12 dans
I’homéostasie et le développement (Shirozu et al. 1995).

2.2 Sites de production CXCL12

La chimiokines CXCL12 est exprimé de facon constitutive dans le foie, les poumons,
les ganglions lymphatiques, la moelle osseuse (Luker and Luker 2006).

La production de CXCL12 chez I'adulte humain a été détectée dans les cellules
stromales, endothéliales, épithéliales et dendritiques de plusieurs tissus comme le foie, la
glande surrénale, le poumon, la moelle osseuse, et dans les cellules gliales, les astrocytes et
certains types de neurones dans le systéme nerveux central (Banisadr et al. 2003 ; Karin
2010). Chez le feetus I'expression de CXCL12 a été détectée dans les cellules épithéliales du
foie foetal et dans les cellules mésothéliales des cavités coelomiques (Lewellis and Knaut
2012).

Pour les isoformes CXCL12a/B, 'ARNm est exprimé dans de nombreux tissus
notamment les ganglions lymphatiques, la moelle osseuse, les ovaires, 'intestin, le foie
(Shirozu et al. 1995). Dans les tissus foetaux humains, CXCL12a est exprimé de maniere
ubiquiste mais I'expression de CXCL12p est plus limitée, |'expression la plus élevée pouvant
étre détectée dans la rate feetale. L'expression de CXCL12B semble étre liée au systéme
vasculaire. Des études chez les souris ont montré que les cellules endothéliales des micro-
vaisseaux cérébraux expriment spécifiguement CXCL12B et que cette isoforme est
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surexprimée suite a une ischémie cérébrale focale (Stumm et al. 2002). De plus, une étude
de la répartition de 'ARNm CXCL12B humain a indiqué leur présence dans les organes
hautement vascularisés comme le foie, la rate, la moelle osseuse et les reins et leur absence
dans le cerveau (Yu et al. 2006).

Le variant CXCL12y a été principalement détecté dans le coeur humain et de la souris
(Pillarisetti and Gupta 2001 ; Yu et al. 2006), avec une faible expression pulmonaire basale.

Les ARNm des isoformes CXCL126, CXCL12e et CXCL12¢p peuvent étre détectés dans
plusieurs tissus adultes et foetaux humains, notamment le foie, les reins, le pancréas et
I'intestin, avec un taux plus élevé dans le pancréas. L'expression de CXCL126 dans les tissus
humains foetaux est assez omniprésente, I'expression la plus élevée étant détectée dans le
foie foetal. L'expression de CXCL12€ et CXCL12¢ est faiblement détectée dans le rein humain
foetal.

2.3 Activité de la chimiokine CXCL12

La chimiokine CXCL12 se lie a deux récepteurs : le récepteur CXCR4 et le récepteur
ACKR3 ou (CXCR7) (Balabanian et al. 2005 ; Oberlin et al. 1996 ; Burns et al. 2006).

CXCL12 est impliquée dans des activités homéostatiques telles que le développement
hématopoiétique, nerveux, cardiaque ou encore vasculaire (Bignon et al. 2011). CXCL12 peut
étre exprimé en condition inflammatoire ou sous I'effet de différents facteurs de stress, tels
que l'utilisation d’agents induisant des dommages a I’ADN (irradiation, chimiothérapies
cytotoxiques a base de cyclophosphamide ou de 5-Fluoro-uracile) (Ponomaryov et al. 2000).
CXCL12 peut étre induit également en cas d’hypoxie sous |'effet du facteur HIF-1a (Hypoxia
Inductible Factor-1a) qui possede 2 sites de liaisons au niveau du promoteur du géne CXCL12
(Ceradini et al. 2004 ; Davis et al. 2005).

Au niveau hématopoiétique, CXCL12 participe a la rétention et la migration des
cellules souches hématopoiétiques dans les différentes niches de la moelle osseuse
(Ratajczak et al. 2012 ; Rettig et al. 2012). La chimiokine participe aussi a la myélopoiése, la
lymphopoiese B ou la domiciliation des polynucléaires neutrophiles sénescents au sein de la
moelle osseuse (Bachelerie et al. 2014).

Il a été montré in vitro, que CXCL12 est un puissant inhibiteur de I’entrée du VIH dans
les lymphocytes T CD4" par liaison et internalisation de son récepteur CXCR4 (Bleul et al.
1996 ; Oberlin et al. 1996).

Les effets de CXCL12 peuvent varier en fonction du type cellulaire et du récepteur
considérés. Par exemple, il a été montré in vitro, que l'interaction de CXCL12 avec ACKR3
contréle la migration des mélanocytes matures, tandis que l'interaction de CXCL12 avec
CXCR4 controle la migration des mélanoblastes (Lee et al. 2013b ; Belmadani et al. 2009).
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Les roles importants de CXCL12 dans I'embryogenese et le développement ont été
mis en évidence chez les souris aprés invalidation de ce géne. Les souris invalidées pour le
geéne codant CXCL12 présentent des anomalies du systeme vasculaire et gastro-intestinal et
des malformations du tissu cérébelleux (Nagasawa et al. 1996 ; Ma et al. 1998 ; Tachibana et
al. 1998 ; Zou et al. 1998). Ces souris présentent aussi des anomalies dans I’"hématopoiese
caractérisées par une diminution sévére de la lymphopoiése B et de la myélopoiese dans le
foie feetal et la moelle osseuse, ce qui se induit la mort de ces souris.

2.4 Les deux récepteurs de la chimiokine CXCL12

2.4.1 CXCR4

CXCR4 est un récepteur membranaire appartenant a la famille des récepteurs a sept
domaines transmembranaires couplés aux protéines G (RCPG). Cette famille de récepteurs
constitue le plus important groupe de cibles pharmacologiques. CXCR4 est un récepteur de
352 acides aminés (Wu et al. 2010) et présente une masse moléculaire de 40 kDa. Il été
identifié¢ en 1996 comme un co-facteur essentiel permettant I'entrée du virus de
I'immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1) dans les lymphocytes T CD4" (Deng et al.
1996). Lorsque la chimiokine CXCL12 a été identifiée comme un ligand du récepteur CXCR4,
ce dernier a été reclassé parmi les récepteurs de chimiokines (Bleul et al. 1997 ; Oberlin et al.
1996).

A I'heure actuelle on ne connait que deux ligands qui peuvent interagir avec le
récepteur CXCR4, la chimiokine CXCL12 et le facteur inhibiteur de la migration des
macrophages (macrophage migration inhibitory factor (MIF)).

CXCR4 présente aussi autre particularité, il dispose d'un tres vaste patron
d’expressions tissulaires, contrairement a la plupart des autres récepteurs de chimiokines.

Des études sur des modeles murins ont montré que la suppression du géne de CXCR4
mene a la mort périnatale des souriceaux par suite de multiples défauts d’organogenese au
niveau cérébral, cardiaque, vasculaire et immunitaire (Murphy et al. 2000).

2.4.2 Expression du récepteur CXCR4

Ontogénétiquement, ce récepteur est exprimé tres tot durant le développement
embryonnaire, il exerce un réle dans la migration de précurseurs pendant I'embryogenese.

Durant I’évolution CXCR4 est exprimé dans un large pannel de cellules incluant les
cellules du systéme immunitaire et du systéme nerveux central. Il peut médier la migration
des leucocytes et des progéniteurs hématopoiétiques en réponse a CXCL12 dans de
nombreux processus physiologiques (Balkwill 2004).
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Le récepteur CXCR4 est largement exprimé au sein des leucocytes dans le sang
périphérique incluant les monocytes, les neutrophiles, les lymphocytes B et T, les
macrophages et les cellules dentritiques et par les progéniteurs de la moelle osseuse. Une
expression différentielle de CXCR4 dans les cellules CD34" peut étre impliquée dans le
maintien des cellules progénitrices dans la moelle osseuse et la régulation du trafic des
cellules souches (Sun et al. 2010).

CXCR4 se retrouve non seulement sur tous les types leucocytaires (plaguettes
incluses) mais également il est exprimé dans le poumon, le cceur et le cerveau, notamment
par les cellules endothéliales du systéme vasculaire, par les cellules épithéliales, et dans les
neurones du systéme périphérique ou central, dans la microglie et les astrocytes.

De plus, une grande quantité de cellules qui exprime le récepteur CXCR4 a été
détectée dans les muqueuses génitales et digestives, ainsi que dans les glandes salivaires et
le placenta. Bien que CXCR4 soit exprimé dans un grand nombre de tissus, son expression est
basse ou absente dans les tissus sains incluant le sein et les ovaires.

L’expression de CXCR4 a été détectée dans plus de 23 cancers humains incluant les
cancers du sein, de I'ovaire, le mélanome et le cancer de la prostate (Balkwill 2004) ou il est
impliqué dans la migration et la survie des cellules cancéreuses (Furusato et al. 2010 ;
Hattermann and Mentlein 2013). CXCR4 est surexprimé dans les cellules malignes (Ottaiano
et al. 2006). L’expression de I’ARN messager de CXCR4 est régulée par HIF-1 (Zagzag et al.
2006).

2.4.2.1 Voies de signalisation intracellulaire du couple CXCR4/CXCL12

Lors de l'interaction, la région N-terminale et la derniere boucle extracellulaire du
récepteur constituent des sites de fixation pour CXCL12, permettant I'activation de diverses
voies de signalisation, en fonction du type cellulaire considéré (Doranz et al. 1999).
L'intercation du ligand CXCL12 avec son récepteur induit un changement de conformation
de ce dernier, ce qui favorise I'échange GDP/GTP des protéines G hétérotrimériques et la
dissociation en sous-unités a et By, qui, a leur tour, activent de multiples voies
transductionnelles (figure 13).

La sous unité Gai inhibe la formation de I'AMPc par modulation de l'activité de
I'adénylate cyclase (Dwinell et al. 2004). La baisse de I'AMPc, peut a son tour affecter la
régulation homéostatique du transport des électrolytes par les canaux ioniques, mais peut
aussi affecter l'activation de la PKA (protéine kinase A) (Takahashi et al. 2002). En condition
basale, la PKA dans le cytoplasme, est associée au facteur de transcription NF-kB (nuclear
factor-kB) et AKIP1 (A kinase interacting protein 1), et son domaine catalytique est masqué
par kB (King et al. 2011). Une augmentation d'AMPc entraine la dissociation de la PKA, qui
par la suite induit la phosphorilation de la proteine P65 du complexe NF-kB, puis la
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translocation de NF-kB jusqu'au noyau et |'activation de la transcription des genes cibles.
L'inhibition de I'adénylate cyclase permet alors la régulation de I'activité de NF-kB. De plus,
La sous unité Gai est impliquée dans I'activation Ras de la cascade ERK1/2 MAPK, conduisant
a des changements dans I'expression des génes et la progression du cycle cellulaire.

L'autre sous unité G-By est capable d’activer la PLC-B (phospholipase C-B) et la PI3K
(phosphatidylinositol 3 kinase), conduisant a la régulation des processus tels que la
transcription des genes, la migration cellulaire et I'adhérence cellulaire (Offermanns 2003 ;
Roland et al. 2003).

L'activation de PLC-B, hydrolyse le PIP2 (phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) qui
induit la génération de diacylglycérol (DAG) et d’inositol 1,4,5 trisphosphate (IP3) qui
contréle la libération de Ca** intracellulaire du réticulum endoplasmique et I'activation de la
protéine kinase C. En effet, I'IP3 peut se lier a un récepteur Ins3PR (inositol-3-phosphate
receptor) présent sur un canal calcique, et cette liaison IP3/InsP3R déclenche I'ouverture du
canal Ca’* et la libération de Ca®* dans le cytoplasme et conduit & I'activation de protéines
kinases telles que la PKC (protein kinase-C) et les MAPK (Mitogen-activated protein kinase)
(Fernandis et al. 2003). De plus, la libération de calcium intracellulaire en réponse a
I'activation du récepteur CXCR4 par CXCL12 peut étre utilisée pour le criblage d'agents
pharmacologiques dans le but d'identifier des inhibiteurs de I'interaction CXCR4/CXCL12
(Hachet-Haas et al. 2008).

Lorsque la PI3K est activée, elle entraine la phosphorylation d'effecteurs tels que la
FAK (Focal adhesion kinase), la Pyk-2 (proline-rich tyrosine kinase 2), la paxilline, la NCK
(non-catalytic region of tyrosine kinase adaptor protein 1), I'adaptateur protéique (Crk), et
favorise ensuite le chimiotactisme. L’activation de PI3K peut également activer la kinase AKT
ou "protéine kinase B" conduisant a la survie et a la prolifération cellulaire. L'activation
d’AKT conduit a la phosphorylation de la protéine pro-apoptotique BAD (Bcl-2-associated
death) et la dissocie du complexe Bcl-2/Bcl-X, perdant ainsi sa fonction pro-apoptotique
(Suzuki et al. 2001). AKT peut aussi activer la voie NF-kB, impliquée dans la transcription de
nombreux genes.
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Figure 13. Principales voies de signalisation de I’axe CXCR4/CXCL12.

(D'apres Teicher and Fricker 2010). La stimulation de CXCR4 par la chimiokine CXCL12
conduit a I'activation de différentes voies de signalisation, via I'activation des protéines G,
qui activent les voies PI3 Kinase/Akt, phospholipases C/IP3 et Ras-Raf/MAP-Kinase et via les
B-arrestines. Ces différentes voies peuvent entrainer la migration, le chimiotactisme, la
survie, la prolifération cellulaire et la régulation de la transcription des genes.

Indépendamment de la protéine G, I'axe CXCL12/CXCR4 peut signaliser via les B-
arrestines. La chimiokine CXCL12 peut provoquer la désensibilisation et le découplage du
récepteur CXCR4 de la protéine G par la phosphorylation dépendante de la GPCR kinase
(GRK) et linteraction ultérieur du CXCR4 avec la PB-arrestine qui intervient dans
l'internalisation du récepteur (Cheng et al. 2000 ; Busillo et al. 2010 ; Lagane et al. 2008). Les
interactions entre CXCR4 et B-arrestine favorisent I'activation des médiateurs intracellulaires
en aval, y compris les MAPK (p38, ERK1/2) et la chimiotaxie dépendante de CXCL12 (Sun et
al. 2002).

2.4.3 ACKR3 (CXCR7)

Depuis 1989, le récepteur CXCR7 été connu sous le nom de RDC1 « Receptor Dog
ADNCc ». Puis, plus récemment ce récepteur est nommé ACKR3. Durant plusieurs années ce
récepteur est resté orphelin, jusqu’a la découverte en 2005 de son premier ligand la
chimiokine CXCL12 (Balabanian et al. 2005). Cette chimiokine posséde une affinité pour
ACKR3 10 fois supérieure que pour CXCR4 (Naumann et al. 2010). Puis, il a été montré un
autre ligand pour ACKR3 c’est la chimiokine CXCL11/ITAC (interferon-inducible T cell
oachemoattractant). ACKR3/CXCL11 se lie avec une forte affinité. ACKR3 appartient a la classe
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des « récepteurs de chimiokines atypiques » ou « atypical chemokine receptor ». Il possede
une structure a 7 domaines transmembranaires comme tous les récepteurs des chimiokines
(Zlotnik and Yoshie 2000), mais ne semble pas signaliser via les protéines Gai. ACKR3 joue un
role dans la capture des chimiokines environnantes (récepteurs leurres, « decoy » ou «
scavenger »). Ce récepteur est trés conservé chez les mammiféres.

ACKR3 est exprimé par les cellules leucocytaires telles que les lymphocytes B et T, les
monocytes et les neutrophiles (Balabanian et al. 2005 ; Sdnchez-Martin et al. 2013). Dans les
lymphocytes B son expression est corrélée a la capacité de ces cellules a se différencier en
plasmocyte, ce qui suggere que ACKR3 est un marqueur des cellules B mémoires
compétentes pour devenir des cellules sécrétrices d'anticorps (Sierro et al. 2007). ACKR3
est également exprimé dans le mésenchyme et la microvascularisation de la valve cardiaque
et du septum ventriculaire. Ce récepteur est en outre exprimé dans les tissus neuronaux
(Thelen and Thelen 2008). Dans le cancer, ACKR3 est exprimé dans plusieurs types des
cellules tumorales tels que le cancer du cerveau, du sein et du poumon.

ACKR3 est impliqué dans le développement embryonnaire (Sierro et al. 2007), la
migration cellulaire directionnelle (Dambly-Chaudiére et al. 2007 ; Boldajipour et al. 2008) et
les fonctions immunitaires (Nibbs and Graham 2013). En coopération, CXCR4 et CXCR7
régulent la localisation des cellules progénitrices et la migration des tissus et des
interneurones (wang et al. 2011).

Comme pour les génes CXCL12 et CXCR4, deux études ont montré que les souris
invalidées pour le géne ACKR3 développent des anomalies du systéme cardio-vasculaire ou
des malformations des valves cardiaques (Sierro et al. 2007 ; Gerrits et al. 2008), ce qui
induit une létalité de 70 % des souris dans la premiere semaine aprés la naissance.
Cependant, les souris qui n’expriment pas le gene CXCL11, ne présentent pas de phénotype
particulier (Sierro et al. 2007).

2.4.3.1 Signalisation ACKR3

L'un des aspects uniques de ACKR3 (ou CXCR7) est qu'il ne signale pas par une voie
médiée par la protéine G, mais plutét par la voie de la B-arrestine (Rajagopal et al. 2010;
Decaillot et al. 2011). ACKR3 ne provoque pas la mobilisation GPCR typique du calcium mais
la liaison de CXCL12 (ou CXCL11) au récepteur ACKR3 stabilise I'association avec la B-
arrestine et permet I'activation des cascades de signalisation menant a I'activation des MAP
Kinases, en particulier ERK1/2, sans interagir avec les protéines G hétérotrimériques (Lipfert
et al. 2013).

D'autre part, ACKR3 peut former des hétérodimeres avec le récepteur CXCR4 (figure
14) et, ainsi, affaiblir la signalisation des protéines G médiées par CXCR4 (Levoye et al. 2009).
L'hétérodimere CXCR4— ACKR3, peut également diminuer la signalisation calcigue CXCR4 par
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réarrangement du complexe protéique CXCR4/G (Levoye et al. 2009). De plus, ACKR3 peut
ainsi moduler les diverses fonctions du récepteur CXCR4, il a été proposé que ce récepteur
permet de piéger la chimiokine CXCL12 (son rdle de récepteur leurre («decoy»)), affectant
ainsi le gradient CXCL12 et modulant la signalisation CXCR4 (Singh et al. 2013).

De plus, l'inhibition de CXCR4 conduit a une augmentation des taux de ACKR3 (Singh
et al. 2013), par contre l'inhibition de ACKR3 n'affecte pas les niveaux de CXCR4, mais ACKR3
peut encore moduler la signalisation CXCR4 par dimérisation méme lorsque ACKR3 est inhibé
(Levoye et al. 2009). Dans l'ensemble, les deux protéines affectent la survie et la
prolifération des cellules ainsi que la chimiotaxie. En plus de former des hétérodimeéres avec
CXCR4, ACKR3 peut former des homodimeéres (Luker et al. 2009).
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Figure 14. Voies de transduction intracellulaires liées a I'activation de ACKR3 (ou CXCR7) et
CXCR4 affectant les principales voies de signalisation liées a la survie, a la prolifération et a
la migration des cellules, d’aprés Lounsbury 2020.

CXCL12 se lie a CXCR4 et ACKR3, qui peuvent former des homodimeres ou des

hétérodimeres. L'interaction CXCL12—CXCR4 déclenche la signalisation GPCR via les voies
PI3K/Akt, PLC/IP3 et ERK1/2, et la mobilisation du Ca*" du réticulum endoplasmique via
I'inhibition de la production d'AMPc médiée par I'adényl cyclase, régulant ainsi la survie, la
prolifération et la chimiotaxie des cellules. La voie B-arrestine peut étre activée via GRK pour
internaliser CXCR4. Lorsque CXCL12 se lie a ACKR3, l'activation de la B-arrestine peut
conduire a I'élimination de CXCL12. L'hétérodimérisation CXCR4—ACKR3 induit un
changement conformationnel des protéines G du récepteur CXCR4 et bloque la signalisation.
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2.5 Pathologies associées a CXCL12, CXCR4, ACKR3
(CXCR7)

CXCR4 est impliqué dans différentes situations pathologiques : certaines maladies
auto-immunes : le lupus érythémateux disséminé (Wang et al. 2010c), la polyarthrite
rhumatoide (Chung et al. 2010 ; Bryant et al. 2012), certains déficits immunitaires rares (la
Lymphopénie T CD4+ Idiopathique (LCl)) (Luo and Li 2008) et le syndrome WHIM (warts,
hypogammaglobulinemia, infections, and myelokathexis) (Balabanian et al. 2008 et 2012 ;
Beaussant et al. 2012 ; Liu et al. 2012a).

Les récepteurs CXCR4 et ACKR3 sont des corécepteurs d’entrée du VIH dans les
lymphocytes T CD4+ (Kuritzkes 2009).

Le couple CXCL12/CXCR4 joue un rdle dans diverses pathologies inflammatoires
comme l'allergie (Gonzalo et al. 2000 ; Lukacs et al. 2002 ; Hachet-Haas et al. 2008), et les
maladies inflammatoires de l'intestin (Werner et al. 2013), ainsi que dans I'hypertension
artérielle pulmonaire (Young et al. 2009 ; Montani et al. 2011 ; Gambaryan et al. 2011 ; Yu
and Hales 2011 ; Costello et al. 2012).

2.6 Propriétés oncogéniques du trio CXCL12/CXCR4-
ACKR3

Plusieurs études ont montré que la chimiokine CXCL12 et ses deux récepteurs CXCR4
et ACKR3 sont impliqués dans plus d’une vingtaine de cancers tels que le cancer du pancréas,
du sein, des poumons, de I'ovaire et de la prostate, (Sun et al. 2005 ; Sun et al. 2010) et
jouent un roéle trés important dans la prolifération des cellules tumorales, les métastases, et
I’'angiogenése (Hattermann and Mentlein 2013 ; Sun et al. 2010 ; Domanska et al. 2013).

2.6.1 Expression de CXCR4 dans les tumeurs

CXCR4 est impliqué dans plus de 23 cancers, tels que les cancers du rein, des
poumons, du sein, de la prostate, des ovaires (Biajoux et al. 2012 ; Balabanian et al. 2005 ;
Kanbe et al. 2002 ; Chatterjee et al. 2014). Il s’agit du récepteur de chimiokine le plus
fréquemment retrouvé sur les cellules cancéreuses humaines et murines (Balkwill 2004).

La surexpression de CXCR4 a été trouvée dans une grande variété de cancers
humains, notamment les cancers de l'ovaire (Hall and Korach 2003), de la prostate
(Taichman et al. 2002 ; Darash-Yahana et al. 2004), de I'cesophage (Kaifi et al. 2005), du
cerveau et de nombreux autres (Balkwill 2004 ; Cojoc et al. 2013).

Un certain nombre d’études suggerent qu’une forte expression de CXCR4 est
également associée a un mauvais pronostic dans les cancers, notamment le mélanome

(Scala et al. 2005), le carcinome a cellules rénales (Wang et al. 2012 ; Gassenmaier et al.
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2013) et gastrique (He et al. 2013), le cb6lon (Zhang et al. 2012), le pancréas (Wehler et al.
2006 ; Maréchal and Van Laethem 2013) et cancers de la prostate (Akashi et al. 2008). Ce
mauvais pronostic associé a des niveaux élevés d'expression de CXCR4 et de SDF-1 peut
refléter une augmentation du nombre de cellules souches cancéreuses (cancer stem cells
« CSCs »).

L'expression excessive de CXCR4 peut survenir lorsque le facteur suppresseur de
tumeur von Hippel-Lindauest est perdu dans le cancer, cette perte entraine une
augmentation excessive de l'activité du facteur HIF-1a inductible par I'hypoxie, avec pour
conséquence une augmentation des taux de CXCR4 et de CXCL12, qui pourraient étre a
I'origine de la stimulation autocrine de la croissance et du degré élevé de vascularisation de
ces tumeurs (Zagzag et al. 2005).

Dans les tumeurs l'action du CXCL12 sur le récepteur CXCR4 participe a attirer
activement les cellules stromales, y compris les fibroblastes, les cellules inflammatoires et les
cellules vasculaires (Olumi et al. 1999 ; Orimo et al. 2005). Les fibroblastes jouent un role
important dans la cancérogeneése, a la fois par le remodelage des tissus et par la sécrétion de
facteurs de croissance paracrines.

Ces cellules stromales favorisent la croissance tumorale par divers mécanismes,
notamment l'angiogenése, la suppression immunitaire et la sécrétion de facteurs de
croissance, dont CXCL12 et TGFB (Orimo et al. 2005). Par exemple, contrairement aux
fibroblastes mammaires normaux, les fibroblastes associés au cancer humain sécretent
CXCL12 et favorisent la croissance tumorale et I'angiogenése par l'activation de CXCR4
(Orimo et al. 2005).

2.6.1.1 Dans le Glioblastome (GBM)

L'expression de CXCR4 dans la tumeur de GBM est corrélée a I'état de progression, a
la résistance au traitement et a la rechute de la maladie (Trautmann et al. 2014). Des taux
élevés de CXCR4 sont associés a un mauvais pronostic chez les patients GBM (Bian et al.
2008 ; Komatani et al. 2009) et a un phénotype plus diffus et infiltrant (Stevenson et al.
2008).

Dans une analyse de lignées cellulaires de GBM dérivées de patients, les cellules
CD133" ont montré un niveau d'expression de CXCR4 300 fois plus élevé que celui des
cellules CD133’, ainsi que des taux élevés d'autres marqueurs souches tels que CD44 et
Nestin (Liu et al. 2006). Ces cellules CD133" et CXCR4" étaient également plus résistantes au
témozolomide, au carboplatine, a I'étoposide et au paclitaxel par rapport aux cellules CD133.

Dans le GBM, des taux élevés de CXCR4 sont observés dans les cellules tumorales du
bord d'attaque (pseudopallisading) du cerveau et les microvaisseaux proliférants associés
(Komatani 2009 ; Zagzag 2006 ; Zagzag 2008 ; Rempel 2000), ce qui concorde avec un réle
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dans la migration et la propagation ainsi que dans la pluripotence. Ces zones sont
probablement hypoxiques en raison du nombre excessif de cellules et peut-étre du systeme
vasculaire défectueux, ce qui entraine une augmentation de HIF-1a, CXCR4, CXCL12 et du
facteur de croissance de I'endothélium vasculaire (VEGF). Cette expression élevée de CXCL12
est fortement impliquée dans la propagation et la croissance des tumeurs GBM, ainsi que
dans l'attraction des progéniteurs endothéliaux et autres progéniteurs vasculaires (Komatani
et al. 2009).

Les cellules de GBM ont tendance a migrer le long des vaisseaux sanguins et des
structures de substance blanche, qui expriment toutes les deux des taux élevés de CXCL12. Il
a été montré que la migration induite par CXCL12 se produit avec le facteur de croissance
épithélial (EGF) et/ou le facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF) (Sciaccaluga et
al. 2013 ; Sciaccaluga et al. 2010). Les cellules de GBM en migration présentent une
propension réduite a lI'apoptose et a la prolifération (Joy et al. 2003 ; Mariani et al. 2001), et
présentent une régulation positive de CXCR4 (Ehtesham et al. 2006) et de p-Akt. Cette
infiltration du tissu cérébral contribue probablement a la récurrence de la maladie, et il a été
montré que les tumeurs récurrentes présentent un taux élevé d’expression de CXCR4 par
rapport aux GBM primaires (Tabouret al. 2014).

2.6.1.2 Dans les cellules souches cancéreuses (CSCs)

L’expression de CXCR4 et de CXCL12 a été démontrée dans une grande variété de CSC
isolées a partir de lignées cellulaires tumorales et de tumeurs dérivées du patient (Wiirth et
al. 2014 ; Maréchal and Van Laethem 2013 ; Barone et al. 2014), y compris les glioblastomes
(Salmaggi et al. 2006 ; Gatti et al. 2013).

CXCR4 est présent dans les cellules souche cancéreuses du glioblastome (CSGs) et
constitue un marqueur de surface de ces cellules. La stimulation de ces récepteurs induit la
prolifération des cellules souches tumorales mais pas des cellules cancéreuses différenciées
qui n’expriment pas CXCR4 (Ehtesham et al. 2009). Il a été également montré que les CSGs
qui expriment CXCR4, présentent une capacité de s’autorenouveler, une cancérogénicité et
une résistance a la radiothérapie et a la chimiothérapie contrairement aux cellules qui
n’expriment pas CXCR4 (Zheng et al. 2012).

CXCR4 a un effet essentiel pour le maintien de I'aspect souche dans le GBM et de
nombreux autres CSCs (Wirth et al. 2014). In vitro, il a été montré que les antagonistes de
CXCR4 ont pour effet de perturber le maintien, la migration et le renouvellement des cellules
souches cancéreuses, réduisant ainsi la capacité de la tumeur a se régénérer apres le
traitement et entrainant éventuellement une défaillance de la tumeur par |'absence de
renouvellement cellulaire.
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2.6.2 Expression de CXCL12 dans les tumeurs

Comme indiqué précédemment, CXCL12 est une chimiokine homéostatique, qui
contréle le trafic et Il'adhésion des cellules hématopoiétiques, dans la surveillance
immunitaire et le développement, s'exprimant de maniére constitutive dans différents
organes (par exemple, moelle osseuse, coeur, foie, poumon, ganglions lymphatiques, foie,
cerveau, rein, hypophyse, etc.). Cependant, la production de CXCL12 a également été
corrélée avec des processus pathologiques, tels que l'inflammation, I'insuffisance cardiaque,
les lésions cellulaires aprées irradiation d'organe ou pendant la chimiothérapie et lors de
maladies auto-immunes.

Dans le cancer, I'expression de la chimiokine CXCL12 est élevée dans différents types
de tumeur ou encore au niveau de sites métastatiques préférentiels comme le cerveau, la
moelle osseuse, le foie et les poumons (Janowski 2009 ; Yu et al. 2006 ; Ho et al. 2012). Au
sein des tumeurs, la sécrétion de CXCL12 est particulierement pertinente dans les
environnements hypoxiques et pro-angiogéniques, attirant ainsi les cellules exprimant
CXCR4 vers le site hypoxique (Ceradini et al. 2004 ; Kucia et al. 2005). CXCL12 module ainsi la
prolifération des cellules tumorales, I'angiogenése et les métastases, agissant en tant que
facteur de croissance autocrine/paracrine (Barbero et al. 2003 ; Barbieri et al. 2008 ;
Pattarozzi et al. 2008), représentant une cible prometteuse pour le traitement du néoplasie.
Dans le microenvironnement tumoral, la sécrétion de CXCL12 par les cellules stromales
participe a l'attraction des cellules tumorigénes sur-exprimant CXCR4, contribuant a la
progression tumorale et au développement éventuel de métastases.

2.6.3 Expression de ACKR3 dans le cancer

Le récepteur ACKR3 est exprimé dans un grand nombre de cancers tels que le cancer
cervical, du sein, du poumon, du pancréas, de la prostate, etc. (Freitas et al. 2014). Des
études récentes ont rapporté que ACKR3 participe a la tumorigenése et a la progression
tumorale. De nouvelles preuves suggérent que ce récepteur est largement exprimé dans
divers tissus tumoraux et a pour fonction d'activer les cellules endothéliales (Tripathi et al.
2009 ; Martinez et al. 2000) favorisant la prolifération, la migration, l'invasion et les
métastases des cellules cancéreuses (Levoye et al. 2009 ; Zabel et al. 2009 ; Miao et al.
2007 ; Long et al. 2016 ; Guo et al. 2016 ; D’Alterio et al. 2016). Comme par exemple, dans le
cancer de la vessie, une expression élevée de ACKR3 a été associée a la prolifération, a la
migration et a l'invasion des cellules cancéreuses, entrainant une progression rapide de la
tumeur (Nazari et al. 2017).

De plus, la surexpression de ACKR3 est souvent retrouvée dans les tissus cancéreux
en comparaison avec les tissus sains homologues. Par exemple, au niveau des astrocytomes
ou des glioblastomes qui présentent une surexpression génique de ACKR3, il a été observé
une détection plus forte et plus large de la protéine ACKR3 par rapport a celle retrouvée
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dans le tissu cérébral normal (Hattermann et al. 2010). Par ailleurs, ACKR3 est exprimé de
facon élevée au niveau des vaisseaux associés aux tumeurs tandis que son expression est
modérée par les cellules endothéliales des vaisseaux normaux (Miao et al. 2007).
Globalement, la surexpression de ACKR3 est corrélée aux principaux processus tumoraux,

mais les effets du récepteur sont variables en fonction du type de tumeur (tableau 6).

Cancers

Effets cliniques et biologiques

Cavité buccale

Carcinogénése

Cerveau Prolifération, modulation de la migration cellulaire, inhibition de
I"apoptose, progression des gliomes. Vasculansation, prolifération des
méningiome

Cervical Croissance de tumeurs agressives, formation de métastases, survie faible

Colorectal Prolifération, métastases, taille de la tumeur

Foie Angiogeneése, invasion et métastases, croissance tumorale

Leucémies Trafic et adhésion cellulaire

Lymphome gastrique du MALT Associé a des manifestations nodulaires et des stades avancés de
lymphomes

Neuroblastome Migration, métastases

Pancréas Prolifération

Poumon Croissance, métastases

Prostate Prolifération, croissance tumorale, augmentation de ['expression de
facteurs pro-angiogéniques : IL-8/CXCL8, VEGF

Rein Angiogenése, métastases

Rhabdomyosarcome Chimiotaxie

Sein Développement tumoral, Croissance/survie, prolifération, métastases
(poumons, cerveau)

Vessie Expression de facteurs pro-angiogéniques : IL-8/CXCL8, VEGF, survie,

prolifération, migration

Tableau 6. Impact de ACKR3 dans différents cancers.
Modifié d’apres Freitas et al. 2014.

2.6.4 Axe CXCL12/CXCR4/ACKR3 dans la régulation de cellules souches
cancéreuses du GBM (CSGs)

La GBM est en particulier I'histotype de la tumeur qui correspond plus précisément
aux critéres du cellule souche cancéreuse (CSC), en termes d'hétérogénéité et d'organisation
hiérarchique des cellules, d'identification des caractéristiques des cellules souches dans les
sous-populations de cellules tumorales et, surtout, en ce qui concerne les réponses
pharmacologiques. De plus, selon les preuves génotypiques et phénotypiques d’une
reproduction in vitro des caractéristiques tumorales in vivo des cultures enrichies en CSC, par
rapport aux lignées cellulaires établies (Lee et al. 2006), des études récentes ont abordé le
réle de la CXCL12 et ses récepteurs dans cette sous-population de cellules GBM (figure 15).
Le concept de CSCs et leur identification dans plusieurs tumeurs mettent en évidence de
nouveaux roles possibles pour I'axe CXCL12/CXCR4/ACKR3 en biologie tumorale.

L'axe CXCL12/CXCR4 a été signalé comme étant le principal régulateur des
du CSG:
angiogeneése et chimiorésistance. Une surexpression de CXCR4 a été observée dans les CSGs,

caractéristiqgues biologiques autorenouvellement, prolifération, migration,

63



ce qui a accru la prolifération en réponse a la CXCL12 exogene (Ehtesham et al. 2009).
Cependant, cette chimiokine est également libérée par les CSCs, suggérant un mécanisme de
signalisation autocrine/paracrine (Salmaggi et al. 2006 ; Gatti et al. 2013).

In vitro, la prolifération des CSGs a été induite par traitement avec CXCL12 exogéne
(Liu et al. 2013b) ou par l'activation du récepteur induite par CXCL12 sécrétée par les CSCs
de maniere autocrine (Uemae et al. 2014). Cet effet a été principalement médié par CXCR4,
puisqu'il a été inversé en présence de I'antagoniste CXCR4 « ’AMD3100 » (Schulte et al.
2011 ; Gatti et al. 2013). Par ailleurs, il a été observé que les effets autocrines de CXCL12
favorisent la survie de CSGs plus que la prolifération: Le blocage de CXCR4 par 'AMD3100
réduit la survie de CSCs proportionnellement a la quantité de CXCL12 libérée spontanément
(Gatti et al. 2013). La capacité de I'AMD3100 a diminuer la formation de colonies induite a la
fois par CXCL12 exogéne et CXCL12 sécrétée par des cellules de GBM CD133 positives
confirme davantage |'effet de stimulation de la croissance autocrine de cette chimiokine
dans ce sous-ensemble de cellules GBM (Ping et al. 2011).

Le réle de I'axe CXCL12/CXCR4 dans les CSGs a été confirmé par des études in vivo. En
particulier, le knock-down du récepteur CXCR4 en utilisant I'RNAi ou l'inhibition de la
fonction de CXCR4 par 'AMD3100 dans les CSCs, altére la prolifération in vivo, réduisant
efficacement la croissance tumorale dans deux modeles de xénogreffes différents (Ping et al.
2011; Lee et al. 2013a); de méme, le knock-down par shRNA CXCL12 dans les CSCs a inhibé la
croissance tumorale in vivo (Uemae et al. 2014).

Le réle de I'axe CXCL12/ACKR3 dans la biologie de CSG n'a été étudié que récemment
et, méme si un établissement définitif de son réle n'a pas été fourni, des preuves solides
soutiennent son implication dans le maintien du CSGs et la tumorigénicité. L'inhibition
pharmacologique du ACKR3 aprées l'irradiation a provoqué une régression tumorale, une
diminution de la récidive tumorale et une survie sensiblement prolongée dans un modéle de
GBM chez les rongeurs, interférant probablement avec les CSCs (Walters et al. 2014).
L'analyse des cultures enrichies en CSCs a déterminé un pourcentage accru de cellules
exprimant CXCR4 et ACKR3 suggérant que les deux récepteurs pourraient réguler le
phénotype souche. Les sous-populations de cellules CXCR4", ACKR3" et (CXCR4/ACKR3)*
présentes dans les cultures cellulaires sont toutes tumorigénes (Lee et al. 2013a; Liu et al.
2013b). A l'inverse, d'autres études ont indiqué que les CSGs n'expriment pas ACKR3 ou elles
expriment a un faible niveau de ACKR3 (Hattermann et al. 2010 ; Gatti et al. 2013). De plus,
lors de la différenciation de CSGs, les niveaux de CXCR4 diminuent tandis que ACKR3
augmente, ce qui suggere un roéle dominant pour ACKR3 dans les cellules GBM différenciées
(Hattermann et al. 2010).
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Figure 15. Systeme CXCL12/CXCR4/ACKR3 dans la niche CSGs (d’apreés le revue Wiirth et al.
2014).

La niche de CSC du GBM est un microenvironnement discret dans la masse tumorale. Il est
composé d'une population de cellules hétérogénes qui comprend généralement des
vaisseaux sanguins, des cellules tumorales, des CSCs, des composants de la matrice
extracellulaire et un gradient de facteurs solubles. La sécrétion de CXCL12 par les cellules
endothéliales, les cellules tumorales et les CSCs génére une action autocrine et paracrine qui
contribue a l'auto-renouvellement, a la survie et a la migration des CSCs eux-mémes,
déclenchant la signalisation intracellulaire des Akt et MAP-kinase(s).

2.6.4.1 Autorenouvellement

L'axe CXCL12/CXCR4 joue un role important dans le maintien de
I'autorenouvellement de CSCs. Des tests, in vitro, ont été effectués pour évaluer
I'autorenouvellement par des essais de formation de spheres et de clonogénicité sur deux
modeles différents de CSGs (Gatti et al. 2013 ; Lee et al. 2013a) montrant que le CXCL12
exogene favorise la formation de sphéres, et que le blocage pharmacologique du CXCR4 par
AMD3100 (Gatti et al. 2013) ou son blocage par silencing (Lee et al. 2013a) a supprimé la
capacité de CSCs a former des sphéres aprés plusieurs des passages in vitro.

De plus, le role de CXCL12 dans l'autorenouvellement de CSCs a également été
confirmé par la perturbation de la signalisation de CXCR4 qui réduit I'expression des génes
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associés a l'activité d'autorenouvellement (Oct4 et Nanog) (Lee et al. 2013a). De méme,
I'inhibition de ACKR3 par CCX771 affecte puissamment I'autorenouvellement du CSC
(Walters et al. 2014). Dans lI'ensemble, ces données suggérent que le maintien de 'aspect
souche de la sous-population CSC représente une fonction pertinente liée a I'activité CXCL12.

2.6.4.2 Angiogenése

Il a été démontré que les CSCs contribuent a la formation de microvascularisation en
se différenciant en cellules endothéliales in vitro et in vivo, et que les xénogreffes de souris
GBM contiennent des cellules endothéliales d'origine humaine (Ricci-Vitiani et al. 2010;
Wang et al. 2010b ; Soda et al. 2011). Des études plus récentes ont montré que des péricytes
vasculaires localisés prés des cellules endothéliales ont été suggérés comme les cellules
dérivées de tumeurs réelles dans les néovaisseaux et, par le tragage de la lignée in vivo, les
CSGs ont été proposés comme étant la source de péricytes plutot que de cellules
endothéliales (Cheng et al. 2013). L'axe CXCL12/CXCR4, au moins en partie, contribue a la
formation de péricytes GBM induisant une migration des CSCs exprimant CXCR4 vers la niche
périvasculaire, ou les cellules endothéliales sécretent CXCL12 et TGF-B entraine la
différenciation en péricytes matures (Cheng et al. 2013). De plus, CXCL12 stimule la sécrétion
de VEGF dans les CSCs CD133" exprimant CXCR4 a partir d'échantillons chirurgicaux de GBM
et de lignées cellulaires humaines, favorisant I'angiogenése tumorale via la signalisation
PI3K/AKT (Ping et al. 2011). Des résultats différents ont été rapportés en utilisant des cellules
souches de GBM murines, dans lesquelles une différenciation de type endothélial était
associée a l'expression de CXCL12 mais le blocage de CXCL12/CXCR4 n'affectait ni la
formation de tubes in vitro ni I'angiogenése in vivo. Ainsi, I'autocrine/paracrine de CXCL12
régule la prolifération des cellules souches murines de GBM mais probablement pas
I'angiogenése (Uemae et al. 2014).

2.6.4.3 Migration

Des études in vitro, ont montré que la chimiokine CXCL12 a stimulé la migration des
CSCs d'une maniere dépendante de la dose et la co-administration d'’AMD3100 a inhibé les
réponses chimiotactiques maximales. A l'inverse, le méme traitement a entrainé des effets
mineurs sur les lignées cellulaires de gliomes et uniquement en présence de concentrations
extrémement élevées d'AMD3100 a provoqué une inhibition statistiquement significative de
la migration (Schulte et al. 2011). Cependant, dans des expériences de migration cellulaire in
vitro, les cultures individuelles de CSCs ont montré des réponses hétérogenes a CXCL12. En
particulier, CXCL12 a induit une migration cellulaire sensible a AMD3100 uniquement dans
un sous-ensemble de cultures CSCs testées (Liu et al. 2013b).
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2.7 Les antagonistes de CXCR4, CXCL12 et ACKR3

2.7.1 Antagoniste de CXCR4

La découverte de CXCR4 en tant que corécepteur du VIH tropique des cellules T a
conduit au développement initial d'antagonistes CXCR4 tels que T140 (Masuda et al. 1992),
AMD3100 (De Clercq et al. 1992) et ALX- 4C (Doranz et al. 1997). Par la suite, I'identification
de fonctions non liées au VIH a stimulé de nouvelles applications des inhibiteurs de CXCR4
telles que la mobilisation des cellules souches, l'inflammation et les traitements contre le
cancer.

Les antagonistes de CXCR4 peuvent étre classés en: i) antagonistes non peptidiques
(AMD3100, AMD11070, MSX-122, GSK812397); ii) peptides modifiés (T140 et ses analogues,
BKT140, POL6326, FC131); iii) des analogues de peptides CXCL12 (CTCE-9908 et CTCE-0214);
ou iv) des anticorps ciblant CXCR4 (MDX-1338/BMS 93656, ALX-0651).

2.7.1.1 Antagonistes non peptidiques

Les cyclames sont les premiers antagonistes non peptidiques a avoir été développés
pour cibler le récepteur CXCR4 et ’AMD3100 (Plerixafor) est a I'heure actuelle la seule
molécule ciblant CXCR4 approuvée par la Food and Drug Administration (FDA). Initialement,
développés pour traiter les patients atteints de VIH, le design de cyclames a débuté apres
I'identification de polyoxometallates présentant des propriétés anti-VIH (De Clercq 2003).
Les cyclames sont des mimiques des polyoxometallates enrichis en azote qui ciblent
essentiellement les résidus chargés négativement a la surface du récepteur CXCR4. Les
propriétés pharmacodynamiques de 3 dérivés de cyclames, montrent que 'AMD11070 et
I'’AMD3465 présentent des affinités nettement supérieures a leur équivalent bicyclame
AMD3100. La liaison de 'AMD3100 ou de ses dérivés a CXCR4 conduit a une inhibition de la
relache calcique induite par CXCL12 de maniére spécifique.

Des essais cliniques chez des patients atteints de VIH traités avec ’AMD3100 se sont
montrés largement concluants dans l'inhibition de la réplication du VIH-1. Cependant,
I'utilisation de ’AMD3100 dans un contexte anti-VIH n’a pas abouti a cause de sa toxicité
cardiaque mais il est utilisé comme mobilisateur de cellules souches hématopoiétiques dans
le sang périphérique pour leur collecte en vue d'une autogreffe chez les patients atteints de
lymphome ou de myélome multiple (MM). De plus, le blocage de CXCR4 par 'AMD3100
diminue la croissance tumorale dans des modeles de GBM précliniques. Il a été montré que
le dérivé AMD3465, inhibe la formation de tumeurs mammaires et réduit les métastases
pulmonaires et hépatiques (Ling et al. 2013) agissant a la fois sur les cellules tumorales et
immunitaires présentes dans le microenvironnement tumoral. L'efficacité antiangiogénique
de I'AMD3100 a été signalée en 2013 par Ali et al. La molécule entraine une réduction
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marquée de la croissance tumorale et du caractére invasif chez les rats avec des greffes
orthotopiques GBM xénotransplantés (Ali et al. 2013).

MSX-122, une petite molécule identifié¢e comme un antagoniste partiel CXCR4
« antagoniste biaisé » montre une activité anti-métastatique in vivo (Liang et al. 2012). Le
MSX-122 inhibe également le développement du processus fibrotique chez la souris, apres
une lésion pulmonaire radio-induite (Shu et al. 2013).

2.7.1.2 Antagonistes peptidiques

Plusieurs autres antagonistes de CXCR4 ont été développés comme agents
antirétroviraux contre l'infection du VIH de type 1 dont le peptide T140 et son analogue le
TC14012 (Fujii et al. 2003 ; Murakami et al. 1997). Ces peptides cycliques comportent un
pont disulfure reliant deux résidus cystéines entre eux et sont formés d’environ 14 acides
aminés.

Parmi plusieurs antagonistes ciblant le récepteur CXCR4, le T140 a été observé pour
avoir le plus haut degré d’activité anti-VIH et s’est revélé étre I'antagoniste le plus puissant
contre I'entrée du VIH de type 1 (Tamamura et al. 2001). Ainsi, son analogue TC14012
présente une forte activité antirétrovirale et une faible cytotoxicité (Tamamura et al. 2001).

Dans des études précliniques, I'antagoniste peptidiqgue T140 et ses analogues
TC14012, TZ14001 et TN14003, ont montré, la capacité de prévenir la croissance tumorale et
les métastases dans des modeles animaux de carcinome du sein, de la téte et du cou (Liang
et al. 2004 ; Yoon et al. 2007). Dans les cellules cancéreuses du poumon a petites cellules, le
TN14003 perturbe les interactions CXCR4/CXCL12 et bloque I'adhésion cellulaire et la
chimiorésistance.

Les antagonistes BKT140, TG-0054 et POL6326 sont actuellement en évaluation
clinique en tant que mobilisateurs de cellules souches pour le myélome multiple (MM), les
leucémies et les lymphomes. L'innocuité et I'efficacité du BKT140 pour la mobilisation des
cellules CD34" humaines chez les patients atteints de MM ont été signalées (Peled et al.
2014).

2.7.1.3 Analogues de peptides CXCL12

Le CTCE-9908, un peptide modifié CXCL12, est le seul analogue antagoniste CXCR4
approuvé par la FDA pour les tumeurs solides, et spécifiquement pour le traitement du
sarcome ostéogénique. Le CTCE-9908 inhibe la croissance des cellules tumorales du sein
humain dans les xénogreffes de souris, altérant la boucle CXCR4-VEGF et abaissant les
niveaux de VEGF tumoral (Hassan et al. 2011) et affecte la métastase du cancer du sein, de la
prostate et de |'cesophage dans les modeles murins (Wong and Korz 2008 ; Richert et al.
2009).
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2.7.1.4 Anticorps ciblant CXCR4

Des études précliniques et cliniques ont montré que le développement d'anticorps
dirigés contre les récepteurs des chimiokines peut étre une piste thérapeutique
prometteuse. Les approches pharmacologiques utilisant des anticorps exploitent un double
mécanisme: direct, par inhibition fonctionnelle sélective du récepteur cible et,
indirectement, par potentialisation de la réponse immunitaire de I'h6te par le recrutement
de monocytes/macrophages cytotoxiques (c.-a-d. Cytotoxicité a médiation cellulaire
dépendante des anticorps) ou en se liant aux facteurs du complément (c.-a-d. toxicité
dépendante du complément).

La majorité des anticorps qui ont passé les essais cliniques ciblent les récepteurs de
chimiokines plutot que les ligands. Ce développement a été stimulé par l'identification de la
structure cristalline des récepteurs, en particulier concernant le domaine extracellulaire N-
terminal, la région la plus accessible pour la liaison des anticorps. L’anticorps monoclonal
(AcMo), MDX-1338/BMS-93656, ciblant le récepteur CXCR4 entiérement humain, est
capable d'empécher la liaison de CXCL12, entrainant par conséquence une inhibition de
'augmentation du Ca** intracellulaire et la chimiotaxie induite par CXCL12.

. L'anticorps « 30D8 », un anticorps humanisé contre CXCL12 inhibe la croissance
tumorale et les métastases et améliore |'arthrite dans des modeles expérimentaux in vitro et
in vivo (Zhong et al. 2013).

Une nouvelle classe de produits thérapeutiques dérivés d'anticorps, basée sur un
fragment d'anticorps a chaine lourde (VHH) a domaine unique, nommé nanobodies ou
nanocorps, affiche une stabilité élevée, une faible toxicité et une capacité de liaison a
I'antigéne. Le premier nanocorps ciblant CXCR4 (Jahnichen et al. 2010), a montré une affinité
100 fois plus élevée que I'AMD3100. In vitro, les nanocorps CXCR4 inhibent compléetement
I'entrée des souches VIH-1 tropiques CXCR4 et dans les modeéles animaux, l'injection
intraveineuse mobilise les cellules souches, agissant de maniére similaire a 'AMD3100
(Jahnichen et al. 2010). Actuellement, un nanocorps inhibiteur de CXCR4, ALX-0651, est en
essai de phase | (https://clinicaltrials.gov: NCT01374503).

2.7.2 Antagonistes ACKR3

Comme pour le récepteur CXCR4, le récepteur ACKR3 représente une cible viable
pour les médicaments anticancéreux et antimétastatiques. Le Dr. Schall et son équipe de
recherche s’intéressent notamment a I'axe CXCL12/ACKR3 puisqu’il est impliqué dans
plusieurs pathologies du cerveau telles que le glioblastome multiforme. Cette équipe a donc
développé des petites molécules synthétiques inhibitrices ciblant spécifiguement le
récepteur de chimiokine ACKR3 (Burns et al. 2006 ; Zabel et al. 2009). Ces molécules
synthétiques sont fabriquées par la compagnie Chemocentryx. CCX771 et ses analogues tels
gue CCX754 et CCX733 ont été vite considérés comme des antagonistes du récepteur ACKR3
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étant donné qu’ils inhibent la liaison de CXCL12 a ACKR3. Cependant, en 2009, deux équipes
de recherche observent que le CCX771 est plutot un agoniste sur ACKR3 puisqu’il stimule le
recrutement de B-arrestine dans ACKR3 dans un modele de leucémie lymphoblastique
(Luker et al. 2009 ; Zabel et al. 2009). De plus, ces molécules ont été montrées pour leur
efficacité a réduire la taille des tumeurs de multiples cancers comme par exemple le
lymphome humain de type B (Burns et al. 2006 ; Zabel et al. 2009). Au niveau des astrocytes,
il a été montré, que c’est plutét ACKR3 et non CXCR4 qui est, a lui seul, responsable de la
signalisation de CXCL12 et que la stimulation avec la molécule CCX754 a pour effet d’inhiber
les effets de CXCL12 sur ACKR3 (Odemis et al. 2010).

Les antagonistes de ACKR3 devraient agir principalement en réduisant |'extravasation
des cellules tumorales et donc les métastases, et en bloquant l'angiogenése tumorale,
comme le démontre le ligand synthétique CCX771, qui est nettement plus puissant pour
inhiber la migration transendothéliale que I'AMD3100.

De plus, I'exposition des cellules cancéreuses (CXCR4/ACKR3)" & CXCL12 améliore
considérablement la migration des cellules de lymphome de Burkitt humain a travers une
monocouche de cellules endothéliales HUVEC humaines comme modele in vitro de
migration transendothéliale (Zabel et al. 2011) suggérant |'efficacité potentielle des
antagonistes ACKR3 dans le blocage de la propagation métastatique médiée par CXCL12 de
cellules tumorales (CXCR4/ACKR3)", in vivo.

La molécule CCX662 a été développée pour le traitement du cancer du cerveau chez
I'humain. Notamment, Walter et al. ont montré que cette molécule nouvellement
développée pour cibler ACKR3 a pour effet de diminuer la taille des tumeurs et d’empécher
le caractére récurrent de la tumeur associée au GBM suite a la radiothérapie, et cela en
interférant avec les cellules souches cancéreuses (Walters et al. 2014).

Il a été rapporté que 'AMD3100 et le peptidomimétique TC14012, antagonistes de
CXCR4, agiraient également comme agonistes partiels du ACKR3 (Kalatskaya et al. 2009 ;
Gravel et al. 2010).

2.7.3 Inhibiteurs CXCL12

Des molécules capables de cibler et de bloquer le ligand CXCL12 lui-méme, ont été
proposées. Elles pourraient représenter une approche pharmacologique améliorée par
rapport aux antagonistes des récépteurs qui manquent parfois de spécificité ou présentent
des activités d'agonistes partiels.

2.7.3.1 NOX-A12
NOX-A12, est un oligoribonucléotide, capable de se lier avec une haute affinité a la
chimiokine CXCL12 et de la neutraliser (Liang et al. 2007). La molécule est développée par

Noxxon Pharma, société de biotechnologie développant principalement des traitements
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contre le cancer en ciblant le microenvironnement tumoral. NOX-A12 est congu pour
combattre les tumeurs solides en modulant le microenvironnement tumoral de deux
manieres distinctes : 1) Rompre la protection tumorale en permettant aux cellules
immunitaires actives, telles que les lymphocytes T, de pénétrer dans la tumeur dans le but
de libérer tout le potentiel des approches immuno-oncologiques avec des molécules telles
gue les inhibiteurs de point de controle immunitaires (Fearon 2014) ; 2) Inhiber la réparation
tumorale en empéchant I'attraction des « cellules de réparation » vers les tumeurs, inhibant
ainsi la reprise de la croissance tumorale suite a une radiothérapie.

Un essai clinique avec NOX-A12 dans la leucémie et la MM, montre une activité
antinéoplasique et une mobilisation des cellules souches a partir de la moelle osseuse. De
plus, NOX-A12 a montré une grande efficacité pour mobiliser les cellules CLL (chronic
lymphoid leukemia) et empécher leur recirculation dans les organes lymphatiques
protecteurs. L'abrogation de la signalisation CXCL12/CXCR4 en combinaison avec la
chimiothérapie peut fournir une approche intéressante pour le traitement de la CLL. Il
convient de noter aussi, que le NOX-A12 s'est révélé efficace pour inhiber ou retarder les
récidives aprés irradiation dans un modéle de GBM in vivo (Liu et al. 2014).

NOXXON a récemment publié (2019), des résultats cliniques chez des patients
atteints d'un cancer colorectal ou pancréatique métastatique stable aux microsatellites, avec
un systeme immunitaire altéré et une charge tumorale élevée, traités par « NOX-A12 » en
association avec l'inhibiteur de point de contréle PD-1 pembrolizumab. Ce traitement a
montré une induction de la réponse immunitaire, une maladie stable chez 25 % des patients,
et un temps de traitement prolongé par rapport au traitement antérieur pour 35 % des
patients. La survie médiane sans progression était de 1,87 mois, la survie globale était de 48
% a 6 mois et de 33 % a 12 mois. Cette étude souligne également le réle de CXCL12 dans la
résistance a l'immunothérapie. CXCL12 est abondamment présent dans les lésions
tumorales. Le degré de neutralisation de CXCL12 dans le tissu tumoral est en corrélation
avec une réponse immunitaire Th1l et une stabilisation de la maladie. NOXXON a lancé une
autre étude du NOX-A12 en association avec la radiothérapie dans le cancer du cerveau
(glioblastome/gliome). NOX-A12 a recgu le statut de médicament orphelin pour le traitement
du glioblastome aux Etats-Unis et du gliome en Europe.

2.7.3.2 Les chalcones

Les chalcones sont des subtances naturelles issues de plantes. Certains chalcones ont
été isolés d’Angelica keiskei KOIDZUMI (nom commun japonais "Ashitaba"), une plante
herbacée vivace rustique qui pousse principalement le long de la c6te pacifique du Japon et
a été utilisée traditionnellement au Japon comme diurétique, laxatif, analeptique et
galactagogue. Il a été montré que les chalcones isolés d'Angelica Keiskei inhibent la
vasoconstriction induite par la phényléphrine in vivo (Matsuura et al. 2001) et régulent

I'activation du facteur nucléaire (NF-kB) (Sugii et al. 2005). De plus, certaines chalcones
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isolées auraient une activité anti-tumorale et anti-métastatique (Kimura et al. 2004 ; Kimura
and Baba 2003). Les effets anti-métastatiques ont été montrés dans le carcinome de Lewis
du poumon chez la souris (Kimura 2005) et dans le cancer de la prostate. Certaines équipes
ont montré un effet potentiel antiparasitaire de chalcones contre la malaria (Li et al. 1995),
et antiinfectieux contre la tuberculose (Lin et al. 2002). Finalement, d’autres équipes ont
signalé l'intérét des chalcones dans I'inhibition de I'inflammation notamment dans I'asthme
allergique (Anuradha et al. 2006 ; Hachet-Haas et al. 2008), ils ont montré que les chalcones
sont capables de se lier a CXCL12 avec une haute affinité pour empécher sa liaison aux
récepteurs, induire ensuite linhibition des réponses inflammatoires des éosinophiles
(Hachet-Haas et al. 2008).

Quatre-vingt molécules inhibant I'interaction CXCR4-CXCL12 ont été identifiées apres
un screening de 3200 molécules de la chimiotheque du laboratoire de chimie de I’'Université
de Strasbourg (Hachet-Haas et al. 2008). Ces molécules sont capables, d’inhiber de 30 % la
liaison de CXCR4 avec CXCL12 a une concentration de 10 pM. Parmi ces molécules, 7 sont
actives a une concentration de 1 uM et sont considérés comme des inhibiteurs potentiels de
liaison de CXCL12.

La chalone 4 est la molécule la plus intéressante. Cette molécule inhibe la liaison de
CXCL12 a ses récepteurs CXCR4 et ACKR3 avec une forte affinité et bloque les réponses
cellulaires (élévation de Ca®*, baisse d’AMPc) et le chimiotactisme des cellules exprimant
CXCR4. La chalcone 4 neutralise la chimiokine par interaction directe avec celle-ci et
I'empéche d'interagir avec ses récepteurs cibles.

Etant donné que cette molécule agit sur le ligand CXCL12 et non pas sur les
récepteurs CXCR4 et ACKR3, son mécanisme d’action présente donc une analogie a celui des
anticorps neutralisants, d’ou le terme «neutraligand » utilisé pour décrire I'activité de la
molécule. Ce neutraligand présente un fort potentiel car il neutralise la liaison de CXCL12 a
CXCR4 et ACKR3, et n'affecte pas la capacité d'activation des récepteurs, ni leurs
signalisations intracellulaires en réponse a leurs autres ligands (ubiquitine et CXCL11
respectivement). Ainsi, l'utilisation d'un neutraligand de CXCL12 dans le traitement des
cancers pourrait présenter une alternative intéressante aux autres antagonistes compétitifs
tels que ’AMD3100, I'ALX40-4C et le T22/T140 et présenter moins d'effets secondaires.

Il existe également des analogues de la molécule chalcone 4 tels que la SRN927 qui
présente une activité neutraligand similaire a la chalcone 4.

72



Objectifs de la these

Le glioblastome (GBM) est la tumeur cérébrale maligne la plus courante et la plus
agressive chez I'adulte. Il est trés hétérogéne et présente une vascularisation étendue. Les
options de traitement au moment du diagnostic sont multimodales et comprennent la
résection chirurgicale, la radiothérapie fractionnée et la chimiothérapie au témozolomide.
Cependant, ces tumeurs sont trés infiltrantes, menant quasi inévitablement a une rechute
aprés résection et radiothérapie d'un volume cérébral restreint. L'identification au sein de la
masse tumorale du GBM de cellules souches cancéreuses (CSCs) pluripotentes,
autoréplicatives et présentant des propriétés tumorogénes est probablement la cause de
cette récurrence tumorale. En outre, le microenvironnement tumoral complexe et
dynamique du GBM contribue a la croissance, la prolifération et l'invasion de la tumeur.
Parmi les nombreux facteurs potentiellement impliqués dans la croissance et l'invasion
tumoral, les chimiokines et leurs récepteurs et notamment CXCL12 et CXCR4, le duo le plus
étudié, jouent un role crucial. L'objectif de notre étude est de mieux comprendre le réle de
I’axe CXCL12/CXCR4/ACKR3 dans la physiopathologie des cellules initiatrices de glioblastome
(CI-GBM). Nous avons plus précisément essayer de mettre en évidence le role de la
chimiokine CXCL12 produite de maniere endogene dans I'autorenouvellement et la survie de
CI-GBM en utilisant une approche pharmacologique avec des molécules a activité
neutraligand de CXCL12 d'un part et les outils d'interruption génique d'autre part. Les
molécules a activité neutraligand se fixent sur la chimiokine et inhibent son interaction avec
ses récepteurs.
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Matériels et Méthodes

|. Caracteristiques des cellules utilisées dans
notre étude

Les CI-GBM TG1 ont été isolées des tumeurs glioneuronales malignes (TGNM)
correspondant aux gliomes de grade lll et IV selon la classification de 'OMS, par I'équipe du
Dr Hervé Chneiweiss (INSERM U894, Paris) (Patru et al. 2010). Brievement, des fractions de
tissu tumoral prélevées sur des patients ont été dissociées et les cellules cultivées dans un
milieu sans sérum en présence des facteurs de croissance EGF et FGF2. Dans ces conditions
des sphéres apparaissent entre 15 et 60 jours. Ces spheres ont été dissociées, les cellules
amplifiées et caractérisées pour leurs propriétés de cellules initiatrices de tumeurs (CI-GBM).
Les cellules TG1_C1 (initialement dénommée OB1) correspondent a un clone dérivé des
cellules TG1. Elles ont les signatures génétiques de ces derniéres, mais présentent cependant
des caractéristiques légérement différentes comme I'expression de la protéine du cycle
cellulaire p21 dans les cellules en quiescence (Zeniou et al. 2015), leur plus grande sensibilité
au bisacodyl (une molécule précédemment étudiée au laboratoire ; These Marie Feve, 2012,
Université Strasbourg). Les cellules CI-GBM TG1 et TG1_C1 expriment des marqueurs de
cellules souches, sont capables de se différencier en cellules exprimant les marqueurs
neuronaux ou de cellules gliales et d’initier des tumeurs lors d’injections intra-cérébrales a
des souris immuno-déprimées (200 a 1000 cellules greffées dans le cerveau de souris
NOD/SCID sont capables de générer une tumeur). Elles expriment les caractéristiques des
cellules de GBM de type mésenchymateux et sont résistantes au témozolomide,
médicament de référence dans le traitement des glioblastomes (60 % de survie cellulaire a
1000 uM de témozolomide in vitro, la molécule étant utilisée a une concentration de 60 uM
dans les thérapies) (Patru et al. 2010 ; Thirant et al. 2011 ; Zeniou et al. 2015 ; Dong et al.
2017).

La caractérisation génétique de cellules TG1 a été effectuée en réalisant un caryotype
en Multi-FISH (multiple fluorescence in situ hybridization) par Patru et al. 2010. Les résultats
ont montré un profil féminin avec une haplotriploidie avec des gains des chromosomes 1q,
5,7,9q, 12 et 14 et des pertes des chromosomes 9p et 18q. Une analyse complémentaire a
été effectuée au laboratoire par Marie Féve (These Université de Strasbourg, Juin 2012) pour
étudier la variation génomique des TG1 au cours des passages en culture en utilisant la
technique de puce Affymetrix Genome Wide SNP_6. Ces études ont montré des variations
génétiques au cours des passages. Par exemple, une augmentation du nombre de copies des
chromosomes 5, 9q et 19 peut étre observée, et les chromosomes 2 et 3p et une partie du
3g qui étaient initialement amplifiés, reviennent a un nombre normal (deux copies) au cours
de la culture de ces cellules. Le profil protéomique des cellules TG1 ne semble pas varier en
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culture entre la semaine 40 et 160. Pour pallier l'instabilité génétique et éviter les
conséquences sur la reproductibilté des résultats nous avons choisi de réaliser nos tests sur
des cellules a des passages récents qui ne dépassent pas 20.

Les cellules CI-GBM TG1 et TG1_C1 (expriment au niveau des ARNm et des protéines)
des marqueurs de cellules souches et de cellules neurales a la fois (tableau 7).

Protéique : Protéique : Protéique :
Nestine +, GFAP +, Olig2 +, Sox2, Nestin, Telomérase +
NCAM +, CXCR4 +, CD90 +, PTEN

VLA2 +, CD15, CD34 +

CD31 -, VE-cdh -, CD45 -, CD3
-,CD11b -, CD14 -, CD19 -,
CD33 -, CD36 -, CD38 -, c-kit -,
FIt3 -, CD44 -, CD93 -, CD133

+ N

ARNm : ARNm :

POUS5F1, Nanog +++ GBX2, Nanog, TERT +

TERT ++ PAX6, SOX2, GFAP +

CD133 + SEMA3A +
NES, OLIG2 +++
PODXL ++++

Tableau 7. Caractéristiques moléculaires des cellules TG1.

Les marqueurs protéiques et ARNm exprimés au niveau des cellules TG1. Abréviations :
GFAP : glial fibrillary acid protein ; Olig2: facteur de transcription de type 2 des
oligodendrocytes ; NCAM : molécule d’adhésion des cellules neurales ; CXCR4 : récepteur a
motif C-X-C de type 4 ; CDxx : « cluster » de différenciation xx ; VLA2 : very late activation 2 ;
VE-cdh : cadhérine de I'endothélium vasculaire ; FIt3 : tyrosine kinase 3 semblable a FMS ;
TERT : télomérase ; Sox2: (sex determining region Y)-box 2 ; PTEN: phosphase-tensine
homologue ; GBX2 : protéine homéobox 2 spécifique de la gastrulation et du cerveau ;
PAX6 : paired box gene 6 ; SEMA3A: sémaphorine classe3A ; NES: nestine ; PODXL:
podocaxyline-like.

D'autres cellules souches cancéreuses de glioblastome (BTIC 53, BTIC 25M, U3021)
ont été également utilisées dans notre projet.

Les cellules BTSCs (brain tumor stem cells) ou BTICs (brain tumor initiating cells) ont
été isolées de tumeurs de GBM de patients adultes (agés de > 16 ans) au cours de leur
procédure opératoire. Ces cellules ont été évaluées dans le service de neuropathologie au
Foothills Medical Center, Université de Calgary/région sanitaire de Calgary, conformément
aux directives de I'Organisation mondiale de la santé (Louis et al. 2007). Pour la culture
cellulaire, les cellules BTICs, comme d'autres cellules souches cancéreuses, se développent
dans un milieu de culture sans sérum avec ou sans les facteurs de croissance EGF et FGF, et
forment des neurospheres (figure 16). Les spheres tumorales ont été caractérisées pour
leurs capacités a se différencier pendant 7 jours dans du milieu SFM (serum-free culture
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medium) avec 1 % de sérum bovin foetal. Les cellules BTICs GBM sont capables de générer de
tumeurs intracraniennes chez les souris NOD-SCID.

Les U3021 ont été isolées a l'université d'Uppsala, Suede et appartenant au sous type
neural/proneural dans la classification des GBM de (Verhaak et al. 2010 ; Xie et al. 2015).
Dans le milieu NS34 (sans sérum mais avec les facteurs de croissance EGF et FGF), ces
cellules ne forment pas des spheres, mais émettent les prolongements cellulaires (figure 16).

II. Culture des CI-GBM

Les CI-GBM sont cultivées dans un milieu de culture défini NS34 (annexe |V,
protocole n° 2, tableau 14) , en absence de sérum et en présence de facteurs de croissance
cellulaires (bFGF et EGF). Les protocoles expérimentaux pour la culture des cellules, leur
comptage, leur congélation, décongélation sont donnés en annexe IV, protocole n°1, 3, 4.

TG1_C1

BTIC 53

Figure 16. Cellules de CI-GBM en culture.
Les cellules TG1, TG1_C1, BTIC 53, BTIC 25M, U3021 utilisées dans I'étude ont été cultivées
dans du milieu sans sérum en présence de facteurs de croissance EGF et FGF selon les
protocoles 1 et 2 décrit en annexe IV.

Lorsque les spheres sont maintenues en culture durant 6 a 8 semaines, elles forment
des tumorosphéres qui atteignent une taille de plusieurs centaines de microns et qui
présentent les caractéristiques retrouvées dans les tumeurs de GBM in vivo (cceur
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nécrotique, hypoxique et acide avec des cellules présentant un phénotype prolifératif a la
périphérie) (Dong et al. 2017).

Ill. Test de clonalité

La clonalité est la capacité d’une cellule souche isolée a reformer une sphere aprés
mise en culture in vitro. Les cellules TG1 et TG1_C1 en culture dans du milieu NS34, sans
sérum et en présence d'EGF et de FGF2 sont dissociées, puis comptées comme indiqué dans
le protocole n°1, annexe IV avec le bleu de trypan. Les cellules sont ensuite ensemencées a
une densité 1 cellule/puits dans 200 pL de milieu NS34 frais dans une plaque a 96 puits
(655090 Greiner). Chaque semaine, 50 pL de milieu NS34 frais est ajouté dans chaque puits.
Apres 3 semaines de culture a 37 °C, la formation des sphéres dans chaque puits est
déterminée afin d’évaluer le développement des tumorosphéres clonales. Ce test peut étre
utilisé pour tester I'effet de composés chimiques sur I'aptitude des cellules a reformer des
spheres. Les molécules a tester sont alors ajoutées a des concentrations données lors de
I'ensemencement des cellules a 1 cellule/puits.

V. Extraction, purification et quantification
de I’ARN total

L’extraction des ARN totaux a été réalisé en utilisant le TRI — Reagent (réf. TR-118-200
Euromedex) contenant du phénol et du thiocyanate de guanidine et en suivant le protocole
décrit par le fournisseur. L'ARN est extrait des cellules, isolé, puis précipité avec de
l'isopropanol. Le culot d’ARN séché est repris dans de I'eau traité au DEPC (réf. AM9920
Ambion®). Le protocole d'extraction des ARN totaux est donné dans le protocole n° 5,
annexe |V.

Pour I'amélioration de la qualité des ARN, une étape de purification a été effectuée
avec le kit QIAGEN (RNeasy® Mini Kit, Cat : 74104) en respectant les instructions données
par le fabriquant.

La quantification et le contréle de la qualité des ARN sont effectués par I'appareil
NanoDrop ND-1000 (Labtech™). La pureté des ARN est déterminée par le ratio d’absorbance
260/280 (qui doit étre tres proche de 2,0) et par le ratio d’absorbance 260/230 (qui doit étre
dans la gamme de 1,8 - 2,2).
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V. Rétrotranscription et PCR Quantitative
(RT-gPCR))

1 Rétrotranscription

La transcription inverse des ARN en ADN complémentaires (ADNc) a été effectué a
I'aide du protocole « High capacity cDNA Archive Kit® » d’Applied Biosystems™. 1 pg d’ARN
purifié est dilué dans de I'eau traitée au DEPC pour un volume final de 10 pL, auxquels sont
ajoutés 10 pL du mélange des réactifs (tableau 8) comme indiqué par le fabriquant. Le
mélange réactionnel (20 plL) est ensuite déposé dans le thermocycleur avec le programme
10 minutes a 25 °C, puis 2 h a 37 °C. Les ADNc obtenus sont ensuite conservés a -20 °C.

10x RT BUFFER 2
25x dNTP mix (100 mM) 0,8
10x RT Random primers 2
Multiscribe R transcriptase 1
Rnase Inhibitor 1
DEPCC-Treated H20 3,2
Total par réaction 10

Tableau 8. Mélange des réactifs du kit « High capacity cDNA Archive Kit® » d’Applied
Biosystems™.

2 PCR quantitative

Les PCR quantitatives ont été réalisées en utilisant des essais TagMan®. Chaque essai
TagMan® contient les amorces et une sonde spécifiques du géne a amplifier. Ces sondes
sont marquées a leur extrémité 5’ par un fluorochrome émetteur FAM (reporter), et a leur
extrémité 3’ par un désactivateur de fluorescence non fluorescent NFQ (Non fluorescent
Quencher) qui inhibe I'’émission de fluorescence du reporter FAM lorsqu’ils sont a proximité.

Dans une plague 96 puits de PCR « MicroAmp® Optical 96-Well Reaction » (Applied
Biosystems™), 15 uL du mélange réactionnel (tableau 9) ont été déposés dans un puits avec
5 uL d’ADNCc (soit 50 ng d’ADNc) pour réaliser une réaction de PCR quantitative (les ADNc
utilisés étant obtenus lors de la réaction de rétrotranscription, nous considérons que 1 pug
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d’ARN donne 1ug d’ADNc). La plaque est ensuite scellée avec un film adhésif « Optical
Adhesive Covers » (Applied Biosystems™) avant d’étre placée dans le thermocycleur ABI
Prism® 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems™).

Le programme de PCR utilisé dans le thermocycleur consiste en une incubation de 10
minutes a 95 °C pour I'activation de 'ADN polymérase et la dénaturation de 'ADNc, puis 40
cycles de 15 secondes a 95 °C et 1 minute a 60 °C. A la fin de chaque amplification, la
fluorescence de chaque puits de réaction est mesurée par le thermocycleur. Le cycle seuil Ct
est déterminé pour chaque expérience.

Master mix 2X (Applied Biosystem™) 10
TagMan® Pre-developed assay reagent (Applied Biosystem™) 1
DEPC-Treated H20 4
Volume réactionnel 15

Tableau 9. Mélange de réactifs déposé par puits pour une réaction de PCR quantitative.

VI. Extraction de 'ADN

L’extraction de 'ADN génomique & partir des cellules souches (5 x 10° cellules
maximum) a été effectuée a I'aide du kit DNeasy® Blood &Tissue (cat : 69504 (QIAGEN), en
respectant les étapes du protocole fourni par le fabriquant. Le contrble de la qualité de
I’ADN ainsi que la mesure de sa concentration sont effectués a I'aide du NanoDrop ND-1000
(Labtech™). Les rapports A260/A280 et A260/A230 sont mesurés.

VII. Détection de CXCL12 par ELISA

La présence de la chimiokine CXCL12 dans le surnageant de culture des cellules CI-
GBM est mesurée par ELISA. Le surnageant de CI-GBM est prélevé a différents temps de
culture des cellules dans le milieu NS34 a 37 °C, 5 % de CO, et 95 % d’humidité. La
chimiokine CXCL12 est détectée en utilisant le kit DuoSet Elisa Development System (Mouse
CXCL12/SDF1), réf. DY460, de R&D systems. Dans une plaque 96 puits (réf. Plagues NUNC
Maxisorp 442404 de Themo Scientific), I'anticorps primaire (anticorps de capture) est
déposé et incubé toute la nuit a température ambiante (TA), la plague est couverte par un
film transparent (réf. Greiner 676001). Une aspiration de la solution de chaque puits et un
lavage des puits sont effectués avant de bloquer la plaque par la solution PBS, BSA 1 %
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pendant 1 h minimum a TA sous agitation (cette étape de lavage des puits est indispensable
entre chaque étape du protocole). 100 uL des échantillons a tester sont ensuite ajoutés dans
les puits. Apres 2 h a TA, I'anticorps secondaire marqué a la biotine (anticorps de détection)
est ajouté dans les puits et la plaque est laissée sous agitation durant 2 h a TA. La
streptavidine conjuguée a I'HPR (horse radish peroxydase) est ensuite ajoutée. Enfin une
solution contenant le substrat (tétraméthylbenzidine/H,0,) est ajoutée et laissée pendant
20 minutes a l'abri de la lumiére. La réaction est arrétée par ajout d'une solution stop
constiuée de 2N H,SO4. Une mesure de |'absorbance a 450 nm est effectuée a l'aide de
I'appareil ENVISION.

VIIl. Test de la viabilité cellulaire

L'effet des molécules sur la prolifération et la survie des CI-GBM a été déterminé par
la mesure du taux d'ATP cellulaire (CellTiter-Glo ATP luminescent assay, réf. G7570,
Promega), que I'on relie au nombre de cellules métaboliquement actives. Le principe de ce
test est basé sur la réaction indiquée dans la figure 17.

Cellules CI-GBM ‘ r Molécules a tester

1 X heures, 37°C, 5% CO,

Ultra-Glo™ Recombinant

HO s COOH Luciferase -0 s o~
\OENH:]/ +ATP+0, —>Mg2* N>’ <§T +AMP+PP+CO,
Beetle Luciferin Oxyluciferin

Figure 17. Test de viabilité cellulaire basé sur la mesure de I'ATP a I'aide du CellTiter-Glo de
Promega.
Les cellules CI-GBM sont ensemencées a différentes concentrations dans des plaques
Greiner 96 puits (réf. 655090) noires a fond transparent, puis les molécules a tester ont été
rajoutées a différentes concentrations en présence de DMSO (concentration finale 0,1 %).
Les cellules sont incubées (3 a 9 jours) a 37 °C, a 5 % de CO, et 95 % d’humidité. Le milieu de
culture NS34 est renouvelé tous les 3 jours. A la fin du temps d'incubation choisi, I'ATP
contenu dans les puits est mesuré en utilisant le systeme CellTiter-Glo de Promega qui
contient la luciférine (Beetle Luciferin), une solution contenant I'enzyme (Ultra-GloTM
Recombinant luciferase), du magnésium et du détergeant qui va lyser les cellules induisant la
libération de I'ATP qui va étre utilisé dans la réaction. La réaction enzymatique produit
I'oxyluciferine, de I’AMP, du pyrophosphate (PPi), du CO, et de la lumiére. Cette lumiere
émise lors de la réaction, proportionnelle a la quantité d'ATP, est mesurée par le lecteur de
plague Envision.
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IX. Interruption du gene CXCL12

L'interruption du gene CXCL12 sur les deux alleles pour réaliser un knockout complet
(KO-CXCL12) est effectuée en utilisant la technologie CRISPR/Cas9. Deux technologies ont
été testées.

1 Systéme CRISPR/Cas9 commercial de la société Santa
Cruz

Le principe de ce systeme repose sur |'utilisation de deux plasmides : 1) le plasmide
CRISPR/Cas9 knockout (KO), ref. SDF-1 CRISPR/Cas9 KO Plasmid (h), sc-400268 SANTA CRUZ
BIOTECHNOLOGY, codant les ARN guides (gRNA) et I'endonuclése Cas9, ainsi que la GFP; 2)
le plasmide Homology Directed Repair (HDR), ref. SDF-1 HDR Plasmid (h), sc-400268-HDR
SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY codant la protéine fluorescente rouge (RFP) et le géne de
résistance a la puromycine flanqués des bras d'homologie permettant un processus de
recombinaison homologue apres coupure du gene cible. L'utilisation du premier plasmide
seul permet d'envisager un KO du géne suite a un mécanisme de réparation NHEJ (non
homologous end joining). En utilisant les deux plasmides, il est possible de sélectionner les
cellules présentant un KO induit par coupure de I'ADN suivie d'une réparation par
recombinaison homologue (HDR, ie homology driven repair). Ces cellules présentent une
fluorecence rouge et une résistance a la puromycine.

La transfection des CI-GBM est effectuée par le systeme de transfection 4D
Nucleofector de LONZA. Les cellules sont transfectées soit avec les deux plasmides de la
Société Santa Cruz (CRISPR/Cas9 et HDR), soit avec plasmide contréle GFP de LONZA, soit
avec une solution sans plasmide. Pour chaque condition, 250K de cellules CI-GBM en
prolifération sont utilisées. Dans notre cas nous avons 3 conditions, donc 750K de cellules en
culture sont prélevées, centrifugées 5 minutes a 1100 rpm, remises en suspension dans 1 mL
de milieu de culture et bien dissociées mécaniquement. Apres une deuxieme centrifugation
le culot cellulaire est récupéré dans 60 pL de la solution de nucléofection composée de 82 %
de la solution P3 Primary Cell 4D-Nucleofectort™ et 18 % de supplément (kit 4D-
Nucleofector™ X de LONZA, réf. V4XP-3032). 20 pL de cellules dans la solution de
nucleofection P3 sont déposés dans un puits d’'une barrette 16 puits fournie avec le kit (16-
well Nucleocuvette™ strip). Pour une transfection avec un plus grand nombre de cellules
(entre 1 a 3,5 x 10° cellules), 100 pL de la solution P3 sont déposés dans une nucleocuvette
« single Nucleocuvette™ vessels »).

Les plasmides sont ensuite ajoutés dans les puits de la barrette selon la condition
choisie : 2 pg de plasmide CRISPR/Cas9 et 2 pg de plasmide HDR; 1 pg de plasmide GFP
LONZA (controle positif); puits contenant seulement 20 uL de cellules dans la solution de
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nucleofection sans ajout de plasmide (contréle négatif sans plasmide). La barrette est
ensuite passée dans I'appareil de transfection 4D Nucleofector de LONZA.

Apres transfection, les cellules CI-GBM sont récupérées avec 1,5 mL de milieu NS34
fraichement préparé, puis transférées dans une plaque Greiner 6 puits spéciale pour les
cellules en suspension (réf. 657185). La plague est mise dans un appareil Incucyte a 37 °C, 5
% de CO,, afin de suivre les cellules GFP* vertes (géne GFP présent sur le vecteur
CRISPR/Cas9) en prenant des photos toutes les 4h dans 16 zones de chaque puits.
L'expression de la GFP a partir du plasmide CRISPR/Cas9 est transitoire et témoigne de la
présence du plasmide dans la cellule et en principe de |I'expression des ARNg et de I'enzyme
Cas9. Apreés 3 jours de culture, la sélection des cellules est effectuée avec la puromycine a 3
pug/mL. Apres la sélection, les cellules présentant une fluorescence rouge sont analysées
pour la production d'ARNm codant la chimiokine CXCL12 ou la protéine elle-méme par RT-
QPCR ou ELISA, respectivement.

2 Systeme CRISPR/Cas9 non commercial

Le systéme CRISPR/Cas9 non commercial a été mis a disposition par I'équipe du Dr
Bernardo Reina San Martin, IGBMC (Institut de génétique et de biologie moléculaire et
cellulaire), Illkirch. Il utilise une Cas9 High Fidelity permettant une réduction de |'effet "off
target".

Le plasmide pX-851 utilisé code deux ARN guides (gRNA) ciblant une séquence du
gene CXCL12, une Cas9 High Fidelity et la protéine GFP. L'interruption du géne choisi sera
due au mécanisme de réparation NHEJ (Non-Homologous End Joining) de ’ADN faisant suite
a la cassure double brin induite par I'endonucléase Cas9. La séquence des ARN guides est
indiquée dans le tableau 10.

Cible  Région séquence gRNA PAM Brin OFF/ON score
hCXCL12 ©5'E1l GCTGACGGAGAGTGAAAGTG CGG - 63/73
hCXCL12 3'El TGCGCCGCCCGACACAGTGG GGG + 85/62

Tableau 10. Séquences des ARN guides ciblant le géne CXCL12.

L'ARNg ciblant le coté 5' de la coupure s'aligne sur le brin antisens (-) et celui ciblant le c6té
3' s'aligne sur le brin sens (+). PAM : Protospacer adjacent motif. OFF/ON score : Off target
score et On target score correspondent a des scores calculés pour chaque séquence de
protospacer a partir des algorithmes de Doench et al. 2016 ; Hsu et al. 2013. Les scores
prennent des valeurs comprises entre 1 et 100 et la séquence est d'autant meilleure que le
score est élevé. Le "Off target score" est inversement proportionnel a la probabilité de
I'endonucléase de se lier a des séquences hors cible. Le "On target score" correspond a
I'efficacité de clivage de I'endonucléase.
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La méthode de transfection est similaire a celle décrite dans le paragraphe précédent
avec les plasmides commerciaux de la Société Santa Cruz, en utilisant selon les conditions 2
ug du plasmide Cas9 ou 1 pg de plasmide GFP LONZA pour le controle positif, et sans
plasmide pour le controle négatif. Apres transfection les cellules sont récupérées, déposées
dans une plague Greiner 6 puits et mises dans un appareil Incucyte permettant de suivre la
croissance des cellules et la fluorescence verte des cellules transfectées. Apres 48 heures de
culture a 37 °C et 5 % de CO, dans l'incucyte, les cellules sont récupérées et un tri des
cellules vertes est effectué par cytométrie en flux.

2.1 Tri des cellules transfectées

Le tri des cellules vertes transfectées par le plasmide pX-851 est effectué dans le
service de cytométrie en flux a I'lGBMC (lllkirch).

48h apres la transfection, les cellules de chaque puits sont récupérées dans un tube
eppendorf de 2 mL et centrifugées 5 minutes a 4000 rpm (Minispin Eppendorf). Le
surnageant est éliminé et le culot cellulaire est resuspendu dans du PBS contenant
pénicilline/streptomycine a une concentration 10 U/mL (C; Pen/Strep = 10000 U/mL)
préalablement filtrée avec un filtre stérile 0,22 um Merck Millipore. 1 mL de la solution
PBS/antibiotiques sont utilisés pour 1 million de cellules.

Apres une bonne dissociation du culot, les cellules sont filtrées a I'aide d'un filtre
stérile 40 um au-dessus d’un tube FACS stérile.

Dans un premier temps, le contréle négatif (cellules transfectées sans plasmide) est
passé au cytometre pour sélectionner une population cellulaire en évitant les cellules mortes
et les agrégats, puis une sous population contenant les cellules uniques (single cells). Dans
un second temps, le controle positif (cellules transfectées avec le plamide codant la GFP) est
analysé pour sélectionner la population cellulaire a fluorescence verte. Finalement chaque
échantillon contenant les cellules transfectées par le plasmide pX-851 est analysé. Les
cellules présentant une fluorescence verte sont recueillies individuellement dans des
plaques a 96 puits (655090 Greiner), contenant dans chaque puits 100 mL du milieu NS34
fraichement préparé. Aprés le tri, 100 uL de milieu NS34 suppémentaire sont ajoutés a
chaque puits.

Les plaques sont placées dans un incubateur a 37 °C et 5 % de CO;, pendant 5 a 6
semaines. Le nombre de plaques obtenu a la fin de chaque tri est quatre ou plus, en fonction
du pourcentage de transfection. Les différents clones obtenus seront caractérisés par PCR,
ELISA et séquencage afin d’identifier les clones présentant une interruption génique sur les
deux alléles du gene CXCL12.
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2.2 Caractérisation des clones

2.2.1 Par PCR

Une PCR a été effectuée pour identifier I'interruption génique CXCL12 des clones
transfectés avec le plasmide pX-85. Cette PCR permet de vérifier si I'interruption génique a
eu lieu sur les deux alleles ciblés, ou sur un allele, ou sur aucun alléle. L'ADN génomique
cellulaire est extrait en utilisant le kit DNeasy® Blood &Tissue, cat : 69504 (QIAGEN), en
respectant les étapes du protocole fourni par le fabriquant. Le controle de la qualité de
I’ADN est effectué a I'aide du NanoDrop ND-1000 (Labtech™). Les rapports A260/A280 et
A260/A230 sont mesurés. Des réactions de PCR ont été réalisées pour vérifier l'interruption
génique du géne CXCL12 en utilisant différentes combinaisons de couples d'amorces sens et
antisens entourant les sites de coupure. Le mélange réactionnel pour la PCR ainsi que le
programme des cycles utilisés sont indiqués dans le tableau 11.

a)
Component Volume or final concentration
H,O gsp 50 pL
5x Phusion HF Buffer 10 pL
dNTPs (10 mM) 200 UM each
Primer Fwd 0.5 uMm
Primer Rev 0.5 uM
Template DNA 50-250 ng per 50 pL reaction volume
DMSO, optional 3%
Phusion Hot Start || DNA Polymerase (2 0.02 U/uL
U/uL)
b)
Initial denaturation 98 °C 30s 1
Denaturation 98 °C 10s
Annealing 603 70°C 20s 30
Extension 72°C 30s
72°C 5 min
Final Extension 4°C Hold 1
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Tableau 11. Conditions de PCR pour l'analyse des clones de CI-GBM apreés interruption des
genes CXCL12.

a) Mélange réactionnel utilisé pour la PCR. La concentration finale recommandée pour le
primer est de 0,5 uM, mais elle peut étre modifiée dans une gamme de 0,2 a 1,0 uM si
nécessaire. Le DMSO est recommandé pour les amplicons riches en GC, mais non pour les
amplicons avec un trés faible pourcentage en GC ou les amplicons de taille > 20 Kb. b) Le
programme de PCR appliqué correspond a celui pour I'ADN polymérase "Phusion Hot Start Il
High-Fidelity" de Thermo Fisher Scientific.

2.2.2 Par ELISA
Suivant le protocole cité dans le paragraphe : VIl détection de CXCL12 par ELISA.

2.2.3 Par séquencgage

Apres la migration des produits PCR sur un gel d’agarose, les bandes d’ADN ont été
découpées avec précision. L'extraction et la purification des fragments d’ADN des gels
d’agarose ont été effectuées avec le kit NucleoSpin™ Gel and PCR Clean-up de Macherey-
Nagel™ en respectant les étapes du protocole fourni par le fabriquant. Les séquencages des
fragments d’ADN ont été effectués dans le service GATC de la société Eurofins Genomics.

X. Analyse de l'entréee des molécules
chimiques dans les CI-GBMs

La pénétration intracellulaire des molécules chimiques a été mesurée par une
méthode adaptée de celle décrite pour évaluer I'entrée de composés dans les bactéries ou
dans Chlamydomonas (Richter et al. 2017). Les cellules CI-GBM (50 000 a 10° cellules) sont
incubées avec la molécule a tester pendant 1 heure. La solution est ensuite déposée
délicatement sur un coussin d'huile de silicone (200 pL) constitué de AR20 : AR200 dans une
proportion 4 : 1.

Dans un tube eppendorf (1 mL), les cellules CI-GBM en prolifération sont incubées a
une densité 1 million de cellules, avec les molécules a tester (chalcone 4 ou la chalcone 1 ou
la LIT-927) a 50 uM, dans un volume final 200 pL du milieu NS34, pendant une heure a
température ambiante. Aprés l'incubation, les cellules traitées sont déposées délicatement,
goutte a goutte dans un tube Eppendorf contenant 160 uL d'huile de silicone AR20 (Sigma-
Aldrich ref. 10836) et 40 uL d'huile de silicone oil AR200 (Sigma-Aldrich ref. 85419). Les
cellules sont centrifugées pendant 5 minutes a 5000 rpm (minispin Eppendorf). Au cours de
cette centrifugation, les cellules, en traversant les deux couches d’huile silicone, sont
débarrassées des molécules adsorbées a leur surface et n'ayant pas pénétré dans le milieu
intracellulaire. Le surnageant est éliminé. Un volume de 100 pL d'acétonitrile est ajouté au
culot cellulaire. Les tubes sont agités a I'aide d'un vortex pendant 3 minutes, puis placés dans
un bain a ultrasons pendant 1 minute. Les débris cellulaires sont sédimentés par
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centrifugation (10000 g, 2 minutes a 22 °C) et les surnageants sont transférés dans des tubes
pour étre analysés par LC-MS/MS en utilisant une UHPLC couplée a un triple quadripdle
Shimadzu LC-MS 8030. Pour chaque expérience, un tube controle sans cellules contenant
uniquement la molécule a tester est inclus. Les molécules testées en solution a 1 uM dans un
mélange acétonitrile/eau sont utilisées comme référence lors de I'analyse HPLC/LC-MS/MS.
L'analyse LC-MS/MS a été effectuée sur la plate-forme TechMed™"" a llikirch par Patrick Gizzi
et Sarah Benmalek.
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Résultats

|. Etude de I'expression des ARNm des genes
CXCL12, CXCR4 et ACKR3 (CXCR7) dans les
cellules CI-GBMs

Dans un premier temps, une analyse de la transcription des genes CXCL12, CXCR4 et
ACKR3 (ou CXCR7) a été effectuée dans différents types de cellules CI_GBM, a savoir :

les cellules TG1 et TG1_C1 (aussi dénommées OB1) isolées dans le laboratoire du Dr H.
Chneiweiss, Université Pierre et Marie Curie, Paris (Patru et al. 2010 ; Zeniou et al. 2015;
Dong et al. 2017). Comme les cellules TG1, les cellules TG1_C1 sont des cellules de type
"mésenchymateux".

les cellules BTIC 25M et BTIC 53 isolées a I'Université de Calgary, Canada dans le laboratoire
du Dr S. Weiss (Cusulin et al. 2015). Ce sont également des cellules de type
mésenchymateux. En culture dans du milieu NS34 sans sérum, les cellules BTIC 53 forment
des neurospheéres. Les cellules BTIC 53 ont, en culture, des caractéristiques proches de celles
des TG1. Les cellules BTIC 25M forment des neurosphéres de taille plus petite que les
cellules TG1 (figure 16).

les cellules U3021 isolées a l'université d'Uppsala, Suéde. Ces cellules avaient été classées
dans le type "neural" (Xie et al. 2015). En culture, dans le milieu NS34, la vitesse de
croissance est plus lente que celles des cellules TG1. Elles n'ont pas tendance a former des
sphéres, mais émettent des prolongements cellulaires (figure 16).

Une PCR quantitative aprés transcription inverse (RT-QPCR) a été réalisée sur les ARN
totaux isolées des types cellulaires indiqués ci-dessus. Les résultats d’expression des genes
CXCL12 et des deux récepteurs CXCR4 et ACKR3, normalisés par rapport au géne de ménage
RPLPO (Ribosomal Protein Lateral Stalk Subunit P0), sont présentés en valeurs relatives dans
la figure 18. Le cycle seuil (Ct) indiquant la limite de la détection a été fixé par a 31,5.
L’expression des génes a donc été calculée selon la formule : Expression relative = 273>
ou ACt représente la normalisation des cycles seuils pour CXCL12, CXCR4 et ACKR3 par
rapport au contréle RPLPO. Les valeurs brutes de Ct sont données dans I'annexe lll, tableau
13.

Selon les types cellulaires I'expression des trois génes testés est différente. Les
cellules CI-GBM TG1 et TG1_C1 expriment fortement '’ARNm codant le récepteur CXCR4 par
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rapport aux autres cellules CI-GBM dans lesquelles CXCR4 n’est que faiblement (BTIC 53 et
U3021) voire trés faiblement exprimé (BTIC 25M) (figure 18a). Le géne ACKR3 est tres
exprimé dans les cellules U3021, mais il est faiblement exprimé, dans les cellules BTIC 53 et
BTIC 25M, trés faiblement dans les cellules TG1 et il n'y a pas d'expression dans les cellules
TG1_C1 (figure 18b). Finalement, I'expression de 'ARNm codant la chimiokine CXCL12 est
élevée dans les cellules TG1 et environ 3 fois plus faible dans les cellules TG1_C1 par rapport
aux cellules TG1. Dans les cellules BTIC 53, BTIC 25M et U3021 la chimiokine CXCL12 est tres
faiblement exprimée, proche de la limite de détection fixée (figure 18c).
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Figure 18. Expression de 'ARNm codant les protéines CXCR4, CXCR7/ACKR3 et CXCL12
dans différents types cellulaires.

Les graphiques a, b et c représentent I'expression relative des génes CXCR4, CXCR7/ACKR3 et
CXCL12, respectivement, dans les cing types de CI-GBM testés. Chaque type cellulaire a été
testé en triplicats. Les cellules testées sont en prolifération (deux jours de culture). Les
cellules TG1 et TG1_C1 sont au passage 16 et les cellules BTIC 53, BTIC 25M et U3021 sont au
passage 10. La QPCR a été réalisée avec la technologie TagManTM Gene Expression Assay
d’Applied Biosystems. TG1, TG1_C1, BTIC 53, BTIC 25M et U3021, cellules initiatrices de
tumeur issues d’'une tumeur glioneuronale maligne.

Il. Identification de [|'expression de Ia
protéine CXCL12 par les cing types des Cl-
GBMs
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Dans un premier temps, nous avons mesuré par ELISA la présence de la protéine
CXCL12 dans le milieu de culture des cellules TG1 en fonction du temps. L'étude a été
effectué sur 11 jours. Quatre prélevements ont été réalisés a J3, 16, J9 et J11.

Les résultats montrent une augmentation de la quantité de la protéine CXCL12
secrétée par les cellules TG1 dans le milieu de culture en fonction du temps (figure 19). A J3,
la protéine n’est pas significativement détectable < 500 pg/mL. A partir de J6, CXCL12 est
bien détectable avec une concentration de 2000 pg/mL a J6 et a 2500 pg/mL a J9. A J11, la
concentration est similaire a celle mesurée a J9 probablement a cause de l'acidification du
milieu de culture qui induit la quiecence des cellules et une légére mortalité cellulaire.
L'augmentation de la concentration en CXCL12 dans le milieu extracellulaire observée entre
J3 et J9 est vraisemblablement liée a I'augmentation du nombre de cellules en culture et
suivrait la courbe de croissance cellulaire, mais ceci n'a pas été vérifié.
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Figure 19. Production de CXCL12 dans le milieu de culture des cellules TG1 en fonction du
temps.

La concentration de CXCL12 a été mesurée par Elisa comme indiqué dans Matériels et
Méthodes. Environ 2 millions de cellules ont été ensemencées dans chaque plaque. Les
cellules sont maintenues en culture, sans changement du milieu.

Aprés ces résultats, nous avons fixé le jour 7 pour effectuer les prélevements de
surnageant, afin de mesurer par ELISA la quantité de CXCL12 sécrétée par les cellules Cl-
GBM utilisées dans notre étude. Les cing types cellulaires CI-GBM (TG1, TG1_C1, BTIC 53,
BTIC 25M et U3021), sont placés en culture a 37 °C pendant 7 jours sans changement du
milieu de culture. Les cellules TG1 et TG1_C1 expriment fortement la protéine CXCL12 avec
une concentration dans le milieu extracellulaire de 2800 pg/mL et 1500 pg/mL
respectivement (figure 20). Les cellules BTIC 53 expriment également la protéine CXCL12,
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mais plus faiblement avec une concentration extracellulaire de 500 pg/mL. Une absence
d’expression de cette protéine est observée dans les deux types cellulaires BTIC 25M et
U3021.

Les résultats de la sécrétion de la protéine CXCL12 par les cing types des cellules
initiatrices de glioblastome semblent corrélés avec I'expression de 'ARNm codé par le gene
CXCL12 qui est élevée dans les cellules TG1 et TG1_C1 (avec TG1 > TG1_C1) et plus faible
dans les cellules BTIC 53, voire trés faible dans BTIC 25M et U3021.
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Figure 20. Expression de la protéine CXCL12 par les cinq types des cellules CI-GBM utilisés.
Le graphique représente I'expression de la chimiokine CXCL12 dans les différents types des
cellules souches cancéreuses de glioblastome. La détection de cette protéine a été effectuée
par ELISA a partir des milieux de culture des cellules mise en culture pendant 7 jours a 37 °C.
Les cellules ont été ensemencées a 2 x 10° cellules/puits. Le milieu NS34 est utilisé comme
contréle négatif.

IIl. Role de la chimiokine CXCL12 et de son
récepteur CXCR4 dans la prolifération des
CI-GBM. Approche pharmacologique.

La chimiokine CXCL12 et ses récepteurs CXCR4 et ACKR3, constituent une voie de
signalisation dont I'importance est reconnue dans le développement des GBMs. Elle
intervient dans le fonctionnement des cellules cancéreuses, la communication avec leur
environnement et joue un réle dans la néovascularisation, la mobilité cellulaire, la transition
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épithélio-mésenchymateuse (EMT), linvasion des tissus et la résistance aux agents
thérapeutiques. La multitude de fonctions cellulaires gouvernées par cette voie fait de ces
protagonistes des cibles thérapeutiques attractives, soit pour le développement de
nouveaux traitements, soit pour sensibiliser les cellules cancéreuses aux agents
thérapeutiques existants.

Différentes molécules capables de bloquer cette voie ont été développées. Il s'agit de
petites molécules, de peptides, d'anticorps interagissant avec les récepteurs ou avec la
chimiokine. Comme indiqué dans l'introduction, certains composés sont testés en clinique,
notamment I'AMD3100 (plerixafor) molécule anti-CXCR4, NOX-A12 (un aptameére de
CXCL12).

Au laboratoire (UMR 7200 et UMR 7242), des molécules chalcones a activité
neutraligands vis a vis de CXCL12 ont été développées et testées sur des modeles
inflammatoires. Nous avons choisi de les utiliser comme outils pharmacologiques pour
étudier le role de la chimiokine CXCL12 produite de maniére endogéne dans la prolifération
et la survie des CI-GBM et leur capacité a former des tumorospheéres clonales.

1 Les Molécules
Ont été testées (figure 21) :

a) Les molécules chalcones (chalcone 4, chalcone 1 et LIT-927) qui ont été mises en
évidence par des membres des UMR 7200 et 7242 et testées dans des modeles de
pathologies inflammatoires.

e Les deux molécules chalcones (chalcone 4 et LIT-927) synthétisées au laboratoire,
sont connues pour leur effet neutraligand de CXCL12. Ces molécules se lient a
CXCL12 et inhibent la signalisation induite par la chimiokine en bloquant son
interaction avec les récepteurs CXCR4 et CXCR7/ACKR3 (Hachet-Haas et al. 2008 ;
Daubeuf et al. 2013 ; Regenass et al. 2018)

e La chalcone 1, également synthétisée au laboratoire ne présente pas d’effet
neutraligand de CXCL12 (Hachet-Haas et al. 2008).

b) La molécule AMD3100 commerciale qui est un antagoniste du récepteur CXCRA4.
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Figure 21. Les différentes molécules utilisées pour bloquer Ila signalisation
CXCL12/CXCR4/ACKR3.

La molécule chalcone 4 est un neutraligand de CXCL12 et empéche sa liaison aux récepteurs
CXCR4 et ACKR3. La molécule LIT-927 est un analogue de la molécule chalone 4 mais
présente une solubilité supérieure. La molécule chalcone 1 ne présente pas d'effet
neutraligand. Pour les chalcones, le cycle du c6té du carbonyl est le cycle A, I'autre étant le
cyle B. Dans la molécule LIT-927, une rigidification a été introduite au niveau de
I'oxopropényl central via une pyrimidinone. La molécule AMD3100 un antagoniste du
récepteur CXCR4.

2 Effet des chalcones 1, 4, LIT-927 et de 'AMD3100 sur
la formation des tumorospheres clonales

Les cellules CI-GBM et notamment les cellules TG1 ont la capacité de générer des
tumorosphéeres clonales a partir d'une cellule en culture. Nous avons testé l'effet des
différentes molécules chalcones et de I'AMD3100 sur cette propriété.

Apres dissociation des cellules TG1 et ensemencement a une cellule par puits, la
formation des tumorospheéres clonales a été testée en absence (0 uM) et en présence de
chalcone 4, 1, LIT-927 aux concentrations de 0,1 uM, 1 uM et 5 pM et d'AMD3100 aux
concentrations de 1 et 10 uM, pendant trois semaines a 37 °C (figure 22).

Dans les conditions expérimentales utilisées, 'AMD3100 a une concentration de 10
UM inhibe fortement le développement des sphéres clonales (au jour 21, diamétre 92 um en
présence de 10 uM d'AMD3100 contre 258 um pour les sphéres contréles, soit des spheres
de volume 3 fois plus petits), suggérant un role du récepteur CXCR4 et de la chimiokine dans
cette propriété des CI-GBM TG1. La chalcone 4 et la chalcone 1 a 5 uM inhibent totalement
la formation des spheres, alors que la chalcone LIT-927 a 5 uM ne présente aucun effet sur la
formation et le développement des sphéres. Les trois molécules chalcones ont une activité
différentielle sur formation de spheres. Cependant compte tenu des propriétés des trois
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chalcones (neutraligand de CXCL12 pour chalcone 4 et LIT-927 et non-neutraligand de
chalcone 1) et des effets similaires de chalcone 4 et LIT-927 dans des modeles
d'inflammation et de mobilié cellulaire, les résultats ne semblent pas en accord avec une
activité des molécules chalcone 4 et chalcone 1 via une activité neutraligand de CXCL12.

Control (-} DMSO 0,2%
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Figure 22. Effet des molécules chalcones et de 'AMD3100 sur le développement d'une
tumorosphére clonale de CI-GBM TG1.

Les cellules TG1 sont ensemencées dans des plaques 96 puits a raison d'une cellule/puits en
moyenne (dilution limite) dans 200 uL de milieu NS34 sans sérum, en présence de FGF et
d'EGF a) en absence de composé (controle DMSO 0,2 %); en présence de différentes
concentrations de b) chalcone 4 (dans 0,2 % de DMSO final); c) chalcone LIT-927; d) chalcone
1; e) AMD3100. Le milieu est renouvelé une fois par semaine. Les photos correspondent a
des sphéres a 3 semaines.

3 Effet des chalcones 1, 4, LIT-927 et de I'AMD3100 sur
la prolifération de cellules CI-GBM TG1

Dans les expériences précédentes, nous avons pu montrer que les molécules
chalcone 4 et chalcone 1 a 5 uM inhibaient totalement la formation des tumorosphéres
clonales de cellules TG1, alors que la molécule LIT-927 ne présentait aucun effet inhibiteur.
Cette propriété de formation de tumorosphéres a partir d'une seule cellule au départ est
une caractéristique peu commune des cellules, mais retrouvée dans certaines cellules
cancéreuses. Afin de savoir si I'effet des molécules testées s'exercait uniquement sur cette
propriété, nous avons testé les molécules chalcones et I'AMD3100 sur la croissance des Cl-
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GBM en culture, en fonction du nombre de cellules ensemencées et en fonction de la
concentration des composés.

L'effet des molécules chalcones a 5 UM a été testé sur la prolifération des CI-GBM
TG1 ensemencées a différentes concentrations entre 100 et 9600 cellules par puits dans un
volume de 100 pL. Le suivi de la viabilité cellulaire a été effectué tous les 3 jours sur une
durée totale de 9 jours par mesure du taux d'ATP cellulaire (CellTiter Glo ATP luminescent
assay, Promega) (annexe IA) et le test d'exclusion du bleu trypan.

En absence de molécules chalcones le taux d'ATP cellulaire augmente en fonction des
jours en culture (figure 23). Cette augmentation est liée a la multiplication cellulaire, mise en
évidence par mesure au bleu trypan. Le temps de doublement calculé a partir de ces
données est de ~2 jours (1,85 = 0.36 pour 600 cellules ensemencées a 2,3 + 0.44 jours pour
9600 cellules ensemencées), comparable a celui trouvé par un test au bleu trypan.

Les chalcones ont des effets différents sur le taux d'ATP. De plus, cet effet dépend du
nombre de cellules ensemencées. Les chalcones 4 et 1 a une concentration de 5 uM inhibent
la croissance cellulaire, alors que la chalcone LIT-927 est sans effet notoire (figure 23). Pour
la chalcone 4 a 5 uM, l'inhibition est totale (100 %) lorsque la densité cellulaire est inférieure
a 4800 cellules/puits. Au-dela de cette densité cellulaire, I'effet de la chalcone 4 a 5 uM n'est
plus observée.

Pour des temps d'exposition a la chalcone 4 allant jusqu'a 9 jours, |'effet observé
pour les densités cellulaires inférieures a 4800 cellules/puits semble étre de nature
cytostatique. En effet le test d'exclusion au bleu trypan n'indique pas de mortalité cellulaire
et le taux d'ATP dans les cellules reste stable. Des durées d'incubation supérieures a 10 jours
conduisent a la mort cellulaire.

La chalcone 1 montre un effet similaire a la chalcone 4 et inhibe la prolifération des
cellules TG1 de maniere dépendante de la quantité cellulaire (figure 23). Cependant son
effet est moins marqué que celui de la chalcone 4. La chalcone LIT-927, n'inhibe ni la
prolifération, ni la survie des cellules CI-GBMs.
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Figure 23. Effet des molécules chalcones sur la croissance des cellules TG1.

Les cellules en prolifération ont été ensemencées a différentes densités de 100 a 9600
cellules par puits dans une plaque Greiner 96 puits (réf. 6550990), en absence ou en
présence de molécules chalcones a une concentration de 5 uM, en présence de 0,1 % de
DMSO (concentration finale) dans tous les puits. Chaque condition est testée en triplicat. La
croissance cellulaire a été évaluée par la mesure du taux d'ATP a l'aide du systeme CellTiter-
Glo ATP luminescent assay, comme indiqué dans la section "Matériels et Méthodes". Les
taux d'ATP ont été mesurés a 3 jours (D3), 6 jours (D6) ou 9 jours (D9) et un changement du
milieu NS34 avec et sans les molécules est effectué dans les plaques des prochaines lectures
(changement de milieu tous les 3 jours en respectant les conditions expérimentales).

(5uM) (5uM) (SuM)

La molécule contréle AMD3100, antagoniste des récepteurs CXCR4, a été testée a 3
concentrations (5 uM, 10 uM, 20 uM) sur 600 cellules TG1. La viabilité cellulaire est suivie
sur 13 jours. Les résultats montrent un effet inhibiteur de ’AMD3100 sur la croissance des
cellules CI-GBM TG1. Cependant cet effet n'est pas immédiat et n'est observé qu'a partir du
10° jour. Des inhibitions de 20 % et de 50 % sont observées aprés 10 et 13 jours de culture
des cellules en présence de 5 a 20 uM d'AMD3100 (figure 24). Dans une étude similaire sur
différentes CI-GBM, Gatti et collaborateurs ont observé un délai de 2 a 7 jours pour
I'apparition de I'effet inhibiteur de I'AMD3100 (Gatti et al. 2013). Dans leur étude, ce délai
était corrélé a la quantité de chimiokine sécretée par les cellules, le délai étant d'autant plus
long que les quantités de chimiokines produites par les cellules étaient élevées. Les cellules

TG1 semblent sécréter une quantité de chimiokines plus élevée. Cependant les conditions
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expériementales ne sont pas les mémes et il est difficile de comparer les résulats
quantitativement.

AMD3100
100
80 ——@ AMD3100
§ 9 I —=—AMD3100 (5uM)
2 40
E AMD3100 (10pM)
X 20
; AMD3100 (20pM)
' ¥
DO D3 D6 D10 D13
.20

Figure 24. Effet de la molécule AMD3100 sur la prolifération des cellules TG1.

L'effet de TAMD3100 sur le taux d'ATP cellulaire a été testé sur 600 cellules TG1 par puits a 3
concentrations 5 uM, 10 uM, 20 uM sur 13 jours. Les cellules sont cultivées dans du milieu
NS34 sans sérum et en présence de d'EGF et de FGF, avec un changement du milieu de
culture tous les 3 jours, comme indiqué dans la section Matériels et Méthodes. Le taux d’ATP
a été mesuré a l'aide du test CellTiter-Glo 2.0 Assay en absence et en présence d'AMD3100.
Les courbes représentent les pourcentages d’inhibition en fonction des différentes
concentrations d’AMD3100 (0 a 20 uM) et en fonction des jours de culture (3 jours (D3), 6
jours (D6), 9 jours (D9) ou 13 jours (D13)).

Des courbes dose-réponse ont été établies pour les molécules chalcones (4, 1 et LIT-
927) et I'AMD3100. L'effet des molécules a été mesuré aprés 3 jours pour un
ensemencement de 600 cellules par puits (figure 25). Dans les conditions expérimentales
utilisées, les molécules chalcones 4 et 1 inhibent totalement I'autorenouvellement des
cellules TG1 avec une ECso de l'ordre de 5 uM. La chalcone LIT-927 ne présente un effet
inhibiteur qu'a forte concentration (50 % d'inhibition a 50 uM) et 'AMD3100 ne présente
aucun effet apres 3 jours d'incubation, méme a des concentrations de 50 uM.
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Figure 25. Courbes doses-réponses des molécules chalcones 4, 1, LIT-927 et de ’”AMD3100
sur les CI-GBM TG1.

Les molécules chalcones 4, 1, LIT-927 et AMD3100 ont été testées aux concentrations de O
UM, 1 uM, 5 uM, 10 uM, 20 uM, 30 uM, 40 uM, 50 uM sur les cellules TG1 incubées pendant
3 jours a 37 °C dans du milieu NS34 en présence d'EGF et de FGF. En ordonnée, le
pourcentage de viabilité correspond au rapport du taux d'ATP mesuré en présence du
composé a une concentration donnée par rapport au taux d'ATP en absence de composé. Le
taux d’ATP est mesuré dans chaque puits a I'aide du test Cell Titer-Glo® de Promega.

4 Effet des molécules chalcone 4, 1, LIT-927 sur des Cl-
GBM autres que les cellules TG1

Compte tenu de I'hétérogénéité des CI-GBM, il est important de tester les molécules
chalcones utilisées dans notre étude sur d'autres CI-GBM. Les trois molécules chalcones ont
été testées a 5 uM sur les CI-GBM TG1_C1, BTIC 25M, BTIC 53, U3021 a une densité
cellulaire de 600 a 19200 cellules par puits (voir annexes IB, IC, ID et IE).

97



600 TG1-C1 cells 1200 TG1-C1 cells

® 800000 @ 1500000
2 £
% EORG m DO % 1000000 m DO
é 400000 - mD3 g 00000 = D3
2 200000 " D6 = " D6
= =
< 0 D9 < 0 " D9
DMSO chalcone chalcone LIT-927 DMSO chalcone chalcone LIT-927
4(5uM) 1(5pM)  (5pM) 4 (5uM) 1 (5pM)  (5uM)
2400 TG1-C1 cells 4800 TG1-C1 cells
g 2000000 g 2000000
@ 1500000 & 1500000
2 m DO o m DO
E 1000000 mD3 E 1000000 = D3
=2 500000 "D6 = 500000 " D6
=3 =3
0 D9 (0] m D9
DMSO chalcone chalcone LIT-927 DMSO chalcone chalcone LIT-927
4(5uM) 1 (5uM)  (5uM) 4 (5uM) 1 (5pM)  (5uM)
9600 TG1-C1 cells 19200 TG1-C1 cells
i 2500000 - 3000000 -
£ 2000000 £ 2500000
§ oo o jmome
‘E 1000000 mD3 £ wos
3 S 1000000
a 500000 ol & 500000 e
< ) “D9 = 0 " D9
DMSO chalcone chalcone LIT-927 DMSO chalcone chalcone LIT-927
4(5uM) 1(5uM)  (5uM) 4 (5uM) 1(5uM)  (5uM)

98



(e

ATP luminescence ATP luminescence

ATP luminescence

600000
500000
400000
300000 -
200000
100000

1500000

1000000

500000

0

3000000
2500000
2000000
1500000
1000000
500000
0

DMSO

600 BTIC 25M cells

4(5uM) 1 (5uM)

2400 BTIC 25M cells

DMSO chalcone chalcone LIT-927

4 (5uM) 1 (5uM)

9600 BTIC 25M cells

DMSO chalcone chalcone LIT-927

4 (5uM) 1 (5uM)

chalcone chalcone LIT-927

(5uM)

(5uMm)

(5uMm)

m DO
mD3
w D6

= DO
mD3
= D6

m DO
mD3
w D6

ATP luminescence ATP luminescence

ATP luminescence

1000000
800000
600000
400000
200000

0

2000000
1500000
1000000
500000
0

5000000
4000000
3000000
2000000
1000000

0

1200 BTIC 25M cells

DMSO chalcone chalcone LIT-927

4(5uM) 1 (5pM)

4800 BTIC 25M cells

DMSO chalcone chalcone
4(5uM) 1 (5pM)

19200 BTIC 25M cells

DMSO chalcone chalcone
4(5uM) 1 (5uM)

(5uM)

LIT-927
(5uMm)

LIT-927
(5uMm)

m DO
mD3
w D6

= DO
mD3
= D6

= DO
mD3
D6

99



(@]

1000000

ATP luminescence
N B O ®
o 0 6 O
8 8 8 8
S & 6 ©
& & 6 ©

o

3000000
2500000
2000000
1
1

Inescence

ATP lum
«
o
8
o
s}

3000000
2500000
000000
500000
000000
500000

Inescence

=R N

ATP lum

600 BTIC 53 cells

DMSO

chalcone chalcone

4 (5uM)

1 (5uM)

2400 BTIC 53 cells

DMSO

LIT-927
(5uM)

chalcone chalcone LIT-927

4 (5uM)

1 (5uM)

9600 BTIC 53 cells

DMSO

chalcone chalcone LIT-927

4 (5uM)

1(5uM)

(5uM)

(5uM)

m DO
m D3
D6
m D9

m DO
m D3
m D6
m D9

m DO
= D3
= D6
D9

ATP luminescence ATP luminescence

ATP luminescence

2000000
1500000
1000000

500000

0o

2500000
2000000
1500000
1000000
500000
0]

3000000
2500000
2000000
1500000
1000000
500000
o

1200 BTIC 53 cells

DMSO

chalcone chalcone LIT-927

4 (5uM)

1 (5uM)

4800 BTIC 53 cells

DMSO

chalcone chalcone LIT-927

4 (5uM)

1 (5uM)

19600 BTIC 53 cells

DMSO

(5uM)

(5puM)

chalcone chalcone LIT-927

4 (5uM)

1(5uM)

(5uM)

m DO
mD3
m D6
m D9

m DO
mD3
w D6
© D9

m DO
mD3
m D6
D9

100



o

600 U3021 cells

1200 U3021 cells

° 200000 ° 500000
Q T Q -
§ 150000 i 7 § 400000 .
: 100000 =00 2 S0DonD =00
{ =4 o}
= - - a D3 £ 200000 . i B D3
= = - =] - =
a 50000 1 a i B D6 5 100000 q O D6
Bl |
< o % . - - pe < o | . - . D9
DMSO chalcone chalcone LIT-927 DMSO chalcone chalcone LIT-927
4 (5uM) 1 (5pM)  (5uM) 4(5uM) 1(5uM)  (5uM)
2400 U3021 cells 4800 U3021 cells
800000 1500000
Q Q
2 - I 2
o 600000 ] T
§ m DO 5 1000000 - = 1 DO
E 400000 _ - = ~ D3 g <0000 | ! N D3
S _ _ i = S = _ i _ =
E 200000 = F;_ ‘Ex, ‘;a D6 E ‘—‘ r = ”A D6
0 . " - D9 0 o . D9
DMSO chalcone chalcone LIT-927 DMSO chalcone chalcone LIT-927
4 (5uM) 1 (5puM)  (5uM) 4 (5uM) 1 (5pM)  (5pM)
9600 U3021 cells 19600 U3021 cells
- 2500000 & 3000000
£ 2000000 . . £ 2500000 " ) ) )
g — . 2 m DO 5,2 igggggg i » K r m DO
= = = - = D3 = D3
g 1000000 = i - g 1000000 = - ES =
a 500000 - [y mg ]" i D6 o 500000 ‘ ‘ ‘ be
= 0 peg < o : : D9
DMSO chalcone chalcone LIT-927 DMSO chalcone chalcone LIT-927
4 (5uM) 1 (5uM)  (5uM) 4 (5uM) 1 (5uM)  (5uM)

Figure 26. Effet des molécules chalcones sur la prolifération de cellules de CI-GBM autres
que TG1.

Les molécules ont été testées sur a) les cellules TG1_C1, b) les cellules BTIC 25M, c) les
cellules BTIC 53, d) les cellules U3021. Les cellules ont été ensemencées a différentes
densités de 600 a 19200 cellules par puits dans une plaque Greiner 96 puits (réf. 6550990),
en absence ou en présence des molécules chalcones a une concentration de 5 uM, en
présence de 0,1 % de DMSO (concentration finale) dans tous les puits. Chaque condition est
testée en triplicat. La croissance cellulaire a été évaluée par la mesure du taux d'ATP a l'aide
du systéme CellTiter-Glo ATP luminescent assay, a 3 jours (D3), 6 jours (D6) ou 9 jours (D9).
Le milieu NS34 avec et sans les molécules est remplacé tous les 3 jours.

L'effet des composés chalcones sur la prolifération et I'autorenouvellement des
cellules TG1_C1, BTIC 53, BTIC 25M et U3021 est similaire a celui observé pour les cellules
TG1 (figure 26). On observe un effet inhibiteur sur la croissance des cellules pour les deux
molécules chalcones 4 et 1 a 5 uM lorsque la densité cellulaire est inférieure 4800 cellules
par puits. Au-dela de cette densité cellulaire, I'effet n'est plus observée. Comme pour les
cellules TG1, la molécule LIT-927 ne présente pas d'effet significatif sur la prolifération des
différentes cellules a la concentration utilisée.
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Ainsi, lorsque le nombre de cellules en culture est faible, 'activité différentielle des
chalcones observée précédemment sur la formation des tumorosphéres clonales est
retrouvée avec, comme précédemment, une non-corrélation entre les propriétés
neutraligands des chalcones et leur activité sur la division cellulaire, suggérant que les
chimiokines agissaient sur les cellules par un mécanisme différent de |'effet neutraligand.

V. Effet de la chimiokine CXCL12 exogene
sur la proliferation des cellules TG1 en

absence et en présence des molécules
chalcones et de 'AMD3100

Les cellules TG1 produisent la chimiokine CXCL12 de maniere endogéne. Nous avons
souhaité savoir si les cellules sont sensibles a I'ajout dans le milieu de culture de CXCL12
exogene. Dans ce but des cellules TG1 ont été mises en culture a 37 °C en absence ou en
présence de 5 nM, 50 nM et 500 nM de protéine CXCL12 exogéne humaine (h-SDF-1a, réf.
CN-11, ALMAC; fiche descriptive en annexe Il). La croissance cellulaire évaluée par mesure
du taux d'ATP est effectuée sur une période de 9 jours (figure 27). Aprés 3 jours de culture
(43), la protéine CXCL12 rajoutée a 5 nM, 50 nM et 500 nM augmente la croissance cellulaire
de 0%, (8 £4) % et (15 £ 5) %, respectivement, par rapport aux cellules cultivées sans ajout
de CXCL12 exogéne. A J6, la stimulation de la prolifération, pour les trois concentrations
testées est de (21 +£4,5) %, (31 = 3) % et (35 £ 5,7) %, respectivement et a J9 elle est de (3 *
0,3) %; (15 £ 1) % et (11 = 1,2) %. Les cellules restent donc sensibles a la chimiokine aux
fortes concentrations, bien que la stimulation de la croissance soit modeste. Nous avons
ensuite testé |'effet des chalcones 1, 4 et LIT-927 et de 'AMD3100 sur cette stimulation de
croissance induite par la chimiokine rajoutée. Dans ce but, des cellules TG1 auxquelles la
chimiokine CXCL12 a été ajoutée de maniere exogéne ont été cultivées en absence et en
présence (5 uM) de molécules chalcones 1, 4, LIT-927 et de I'AMD3100. L'effet sur la
prolifération de cellules a été mesuré tous les trois jours sur une période de 9 jours. La figure
27 indigue que la chalcone 4 a 5 uM bloque totalement la croissance des cellules TG1, que
celles-ci soient en absence ou en présence de fortes concentrations (500 nM) de chimiokine
exogene. En effet le taux d'ATP mesuré pour les cellules incubées avec la chalcone 4 et la
protéine CXCL12 est similaire a celui des cellules en culture avec la chalcone 4 seule
indiquant que l'effet cytostatique de la chalcone 4 ne peut étre levé par I'addition de la
chimiokine. Dans nos conditions expérimentales, la chalcone 1, a 5 uM, inhibe partiellement
la croissance des cellules TG1 (diminution de 35 - 40 % par rapport au contréle DMSO).
Lorsque |'on compare les données en présence de CXCL12 et de chalcone 1 a celles en
présence de CXCL12 seule, on constate que I'effet inhibiteur est maintenu en présence de la

102



chimiokine exogene, quelle que soit la concentration de cette derniere (~25 - 30 % en
présence de 50 nM et 20 % en présence de 500 nM) (figure 27) et que I'effet stimulant de
CXCL12 sur la croissance des cellules TG1 est maintenu, du moins partiellement, en présence
de chalcone 1. La chimiokine LIT-927 qui n'a pas d'effet sur la croissance des cellules, ne
semble pas non plus interférer avec avec la stimulation induite par CXCL12 suggérant de plus
une absence d'effet neutraligand. En absence de chimiokine exogéne, I'AMD3100,
antagoniste du récepteur CXCR4, exerce un léger effet inhibiteur sur la croissance des
cellules (20 % par rapport au contréle) a partir de 9 jours d'incubation (figure 27). De plus, la
molécule bloque I'effet stimulant sur la croissance cellulaire de la chimiokine CXCL12 ajoutée
de maniere exogéne dans toutes les conditions expérimentales utilisées. Cette expérience
conforte les conclusions de I'expérience précédente, a savoir que les molécules chalcones 1
et 4 ont un effet cytostatique qui ne passe vraisemblablement pas par une fixation sur la
chimiokine et une absence d'effet neutraligand de LIT-927. Pour confirmer cette hypotheése,
mais aussi pour progresser dans I'étude du role de la chimiokine CXCL12 produite de
maniére endogene, dans I'autorenouvellement et la prolifération des CI-GBM, nous avons
procédé a des expériences d'interruption génique (knockout ou KO) du géne codant CXCL12.
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Figure 27. Effet de la chimiokine CXCL12 exogéne sur la croissance des cellules TG1 en
absence et en présence molécules chalcones 1, 4, LIT-927 et 'AMD3100.

Les cellules TG1 (600 cellules par puits) sont cultivées dans le milieu NS34 dans une plaque
Greiner 96 puits (réf. 6550990) en absence (barre en couleurs sans motifs) ou présence
(barres avec motifs) de chimokine CXCL12 humaine aux concentrations de 5 nM (pointillés
noirs), 50 nM (tirets noirs) et 500 nM (hachuré noir) et en absence ou présence de 5 uM de
chalcone (jaune), en absence ou présence de 5 uM de chalcone 1 (rouge), en absence ou
présence de 5 uM de LIT-927 (orange) et en absence ou présence de 5 uM d'AMD3100
(turquoise). Les molécules a 5 uM sont incubées pendant une heure a température
ambiante avec la protéine CXCL12 a 5, 50 ou 500 nM pour la chalcone 4 et a 50 nM ou 500
nM pour chalcone 1, LIT-927 et AMD3100, avant ajout du mélange aux cellules TG1. Pour les
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puits sans CXCL12 et sans molécules (controles), les cellules sont cultivées en présence de
DMSO 0,1 % (barres noires). Le taux d'ATP cellulaire est mesuré a I'aide du test Cell Titer-
Glo® de Promega. Le milieu de culture est changé tous les 3 jours, en respectant les
conditions expérimentales dans les puits.

V. Role de la chimiokine CXCL12 dans la
proliferation des CI-GBM. Approche
genétique par interruption du gene
codant la chimiokine CXCL12 dans les
cellules CI-GBM TG1

Pour comprendre le role de la chimiokine CXCL12 produite de maniere endogéne,
dans l'autorenouvellement et la prolifération des CI-GBM, nous avons procédé a des
expériences d'interruption génique (knockout ou KO) du géne codant CXCL12 sur les deux
alleles en utilisant la technologie CRISPR/Cas9. Dans les cellules humaines, le géne CXCL12
est localisé sur le chromosome 10. Le caryotype des cellules TG1 ne montrent pas de
polysomie de ce chromosome (Patru et al. 2010).

Deux systémes ont été utilisés pour réaliser linterruption génique: un systéme
commercialisé par la société Santa Cruz et un systeme développé a l'institut de Génétique et
de Biologie Moléculaire et Cellulaire (IGBMC) a Illkirch.

1 Interruption du gene CXCL12 des cellules TG1 avec la
méthode CRISPR/Cas9 commerciale de la société
Santa Cruz

Ce systéme utilise deux plasmides : un plasmide contenant les ARN guides (gRNA) et la
protéine Cas9 et un deuxieme permettant, apres coupure du gene cible par I'endonucléase
Cas9, l'insertion de la protéine fluorescente rouge (RFP) et du géne de résistance a la
puromycine par un mécanisme de réparation guidée par I'homologie (HDR pour homology
driven repair) (figure 28). Avec ce systeme, les cellules recherchées présentent une
fluorescence rouge et sont résistantes a la puromycine.
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Figure 28. Les deux plasmides Cas9 et HDR de la société Santa Cruz.
a) Plasmide Cas9 (SDF-1 CRISPR/Cas9 KO Plasmid) permettant de réaliser une coupure du
géne CXCL12; b) Plasmide HDR (SDF-1 HDR Plasmid) permettant de remplacer le géne coupé

par la cassette RFP/Puro (protéine a fluorescence rouge/géne de résistance a la
puromycine).

Nuclear localization signal SpCas9 ribonuciease

Des cellules TG1 ont été transfectées avec les deux plasmides, puis sélectionnées en
présence de puromycine selon le chronogramme ci-dessous (figure 29). La fluorescence
rouge des cellules a été suivie sur une période de 5 a 8 semaines. Les cellules sont cultivées
dans du milieu NS34 sans sérum, conditions dans lesquelles les cellules TG1 se divisent en
formant des tumorosphéres.
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Figure 29. Schéma représentant des différentes étapes de la transfection des cellules TG1
par les deux plasmides Cas9 et HDR de la société Santa Cruz.

Trois phénotypes de cellules TG1 présentant une fluorescence rouge et une résistance a la
puromycine ont été mis en évidence (figure 30) :
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1) Des cellules TG1 transfectées qui proliferent en formant des petites sphéres. La figure 30a
montre |'évolution de la croissance de ces cellules par rapport aux cellules TG1 non
transfectées avec les deux plasmides. On constate que la taille des sphéres obtenues avec
les cellules transfectées est plus petite que la taille des spheres témoins durant 8 semaines
de culture a 37 °C.

2) Des cellules qui restent sous forme de cellules unigues (sans division cellulaire pendant toute
la période d'observation) ou qui forment des petits agrégats cellulaires et qui finissent par
disparaitre au bout de 5 semaines (figure 30b).

3) Des cellules TG1 transfectées qui forment des sphéres dont la taille et la vitesse de
croissance sont similaires a celles formées par les cellules témoins non transfectées avec les
deux plasmides (figure 30c). Ces cellules seront dénommées "normo-prolifératives".

a. Cellules TG1 transfectées hypoprolifératives
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c. Clones TG1 transfectées prolifératives
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Figure 30. Suivi des cellules transfectées avec les plasmides du systeme commercial Santa
Cruz ciblant le géne CXCL12.

La transfection a été réalisée selon le protocole décrit dans Matériels et Méthodes. Les
cellules ont été sélectionnées avec de la puromycine 72h apres la transfection avec les deux
plasmides. Les cellules sont en culture dans du milieu NS34 et la fluorescence rouge émise la
protéine RFP est observée en fonction du temps. L'évolution des cellules témoins non
transfectées (et non fluorecentes) est présentée en paralléle. Trois types d'évolution sont
observés. a) Cellules TG1 transfectées hypoprolifératives formant des sphéres (rouges) de
taille inférieure a celles obtenues a partir des cellules non transfectées (spheres grises). La
croissance des cellules a été suivie pendant 8 semaines. La croissance des sphéres a partir
des cellules transfectées a été comparée a celle de cellules non transfectées (partie
supérieure du schéma) b) Cellules TG1 transfectées présentant un phénotype non
prolifératif et restant sous forme de cellules uniques. Au bout de 5 semaines, les cellules et
les agrégats finissent par disparaitre. c) Cellules transfectées (rouges) formant en 5 semaines
des sphéres de taille similaire a celle des spheres formées par les cellules témoins non
transfectées par les deux plasmides (spheres grises).

Pour aller plus avant dans l'interprétation des résultats et notamment pouvoir relier le
degré de prolifération des cellules transfectées a l'invalidation du géne CXCL12, une analyse
de I'ADN génomique des cellules est nécessaire. Cette analyse par PCR ou séquencage
permet de définir le statut des cellules par rapport a l'interruption génique. En effet
différentes situations sont possibles :

- Les deux alléles du géne CXCL12 ont été invalidés (invalidation bi-allélique) et la
séquence codant la protéine RFP a été insérée au niveau d'au moins un des deux alléles
par HDR, l'autre alléle pouvant éventuellement avoir été réparé par NHEJ

- Unseul allele du géne CXCL12 a été invalidé et la séquence codant la protéine RFP a été
insérée au niveau du gene par HDR

- Aucun des deux alléles du gene CXCL12 n'a été invalidé et une recombinaison ectopique
avec insertion de la séquence codant la protéine RFP en dehors du géne CXCL12 a eu
lieu.

Enfin on ne peut exclure des coupures de I'endonucléase Cas9 en dehors de la cible
associées a une recombinaison ectopique de la séquence codant la protéine RFP.

Remarque : Dans les deux premiers cas la fluorescence rouge observée n'est pas
nécessairement liée a l'insertion de la séquence codant la protéine RFP au niveau du géne
CXCL12. En effet, la coupure du géne CXCL12 par l'endonucléase Cas9 n'est pas
nécessairement suivie d'une réparation de type HDR, mais peut se faire par NHEJ (qui est un
mécanisme plus favorable). Cependant comme les cellules présentent une fluorescence
rouge, dans cette éventualité, la séquence codant la protéine RFP se serait insérée dans une
région hors cible par un phénomeéne de recombinaison ectopique.
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La Société Santa Cruz n'a pas fourni les outils permettant de faire une analyse simple au
niveau génomique. De plus, dans le cas des cellules non prolifératives ou hypo- prolifératives
la quantité de matériel était insuffisante pour réaliser les caractérisations dans de bonnes
conditions.

Pour les cellules présentant une fluorescence rouge et dont la croissance était similaire a
celles des cellules non transfectées (figure 30c) une mesure de I'expression de la chimiokine
CXCL12 a été réalisée en quantifiant I'ARNm, ainsi que la production de protéine dans le
surnageant du milieu de culture. La figure 31 montre que dans ces cellules, I'ARNm et la
protéine CXCL12 sont exprimés de maniére similaire a celle des cellules TG1 non transfectées
suggérant que dans ces cellules l'interruption du géne CXCL12 n'a pas eu lieu et que la
fluorescence rouge (et la résistance a la puromycine) observée est le résultat d'une insertion
hors cible de la séquence codant la protéine RFP, insertion qui n'affecte pas la croissance

cellulaire.
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Figure 31. Expression de CXCL12 dans les cellules TGl transfectées par le systeme
CRISPR/Cas9 commercial et présentant un phénotype normo-prolifératif.

Les cellules normo-prolifératives présentant une fluorescence rouge (voir figure 30c) sont
testées : (a) pour l'expression de la protéine CXCL12 par ELISA dans le surnageant des
cellules apres 7 jours en culture, (b) pour la présence de I'ARNm codant CXCL12 par RT-PCR.
Les cellules poussent sous forme de tumorospheres clonales. Différentes tumorospheres
(correspondant a différents clones) ont été testées. TG correspond aux cellules TG1 non
transfectées (controle positif), HEK a des cellules HEK 293 qui n'exprime pas CXCL12, NS34
au millieu de culture seul (contréle négatif). Pour la quantification de I'ARNm, le géne RPLPO
est pris comme housekeeping gene et le niveau d'expression de CXCL12 dans les cellules
transfectées est rapporté a celui dans les cellules non transfectées apres normalisation par

rapport a lI'expression de RPLPO pris comme gene de ménage et exprimé par la grandeur 2°
AACt

Concernant les cellules non prolifératives et hypo-prolifératives nous ne savons pas si
elles correspondent a une interruption du géne CXCL12, respectivement, bi-allélique et
mono-allélique. Il aurait fallu développer les technologies de travail sur cellule unique, mais

nous avons préféré refaire les expériences d'interruption génique en utilisant un autre
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systéme CRISPR/Cas9, non propriétaire, nous permettant de choisir les séquences d'ARNg et
d'avoir une connaissance des sites de coupures. D'autre part l'insertion du gene RFP dans les
cellules transfectées, bien que potentiellement intéressante en raison de la fluorescence des
cellules transfectées, ne facilite pas I'analyse de I'ADN des cellules et pourrait étre source de
problémes par la suite puisque nos résultats suggerent une possibilté d'insertion hors cible
de la séquence, ce qui induit une rupture de la relation phénotype/génotype.

2 Interruption du gene CXCL12 des cellules TG1 par une
méthode CRISPR/Cas9 non commerciale

2.1 Obtention de clones apres transfection avec le
plasmide pX-851 codant la Cas9 "high fidelity" (HF) et
les ARNg.

Les résultats obtenus avec la technologie CRISPR/Cas9 de la société Santa Cruz
(reproductibles sur plusieurs expériences), ne nous ont pas permis de déterminer le role de
la chimiokine CXCL12 dans la croissance et la survie des CI-GBM. L'impossibilité de génotyper
les cellules a rendu l'interprétation des résultats impossibles.

Nous avons donc utilisé un deuxiéme systéme CRISPR/Cas9 mis a disposition par
I'équipe du Dr B. Reina San Martin, (IGBMC, llikirch). Les principales différences par rapport
au systeme commercial de Santa Cruz sont les suivantes :

- Possibilité de choisir la séquence des ARNg et donc connaissance des sites de
coupure par la Cas9, ce qui facilite ultérieurement le génotypage par PCR

- Utilisation d'une Cas9 "high fidelity" qui diminue fortement la probabilité d'une
interruption génique hors cible et évite les effets "off-target"

- Utilisation d'un seul plasmide pour la transfection. Ce plasmide code les ARNg, la
Cas9 haute-fidélité et la protéine EGFP. Pas d'utilisation de plasmide codant la
protéine RFP. Un mécanisme de réparation par NHEJ conduisant a des indels sera a
I'origine de l'interruption génique.

- Tri et clonage des cellules transfectées grace a la fluorescence verte de la protéine
GFP exprimée de maniére transitoire a partir du plasmide portant les ARNg et
I'endonucléase Cas9.

Le plasmide pX-851 utilisé pour l'interruption du gene CXCL12 dans les CI-GBM TG1
est présenté dans la figure 32. Il code deux ARNg dont les séquences sont données dans le
tableau 10. Ces ARNg ciblent le début du gene CXCL12 et induisent une coupure par la Cas9
au niveau du 5'UTR et dans le premier intron.
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Figure 32. Plasmide pX-851 utilisé pour l'interruption génique du géne CXCL12 dans les
cellules TG1.

Le plasmide code les ARN guides (gRNA) ciblant le gene CXCL12, une Cas9 HiFi sous contréle
d'un promoteur pCMV, la protéine a fluorescence verte mutée EGFP (enhanced GFP) avec
une séquence de localisation nucléaire (NLS). La séquence des ARNg est donnée dans le
tableau 10. Le plasmide ne présente pas d'origine de réplication eucaryote. Conception et
construction du plasmide réalisé par le Dr B. Reina San Martin, IGBMC, lllkirch.

Quarante-huit heures apres la transfection avec le plasmide pX-851, un plasmide
transitoire, sans origine de réplication eucaryote, les cellules TG1 ont été triées par FACS et
les cellules présentant une fluorescence verte ont été réparties dans des plaques 96 puits a
raison de 1 cellule par puits. La croissance des cellules a été déterminée en suivant la
formation de tumorospheres clonales dans les puits. 63 clones ont été obtenus a partir des 3
plaques 96 puits ensemencées (288 puits au total). Des clichés d'un échantillon de ces
clones, 23 jours aprées lI'ensemencement dans les plaques, sont présentés dans la figure 33.
On observe que la croissance des clones n'est pas uniforme. En effet, la taille des
tumorospheres correspondant aux clones C10, C34, C35 et C36 est inférieure a celle des
clones C9, C16, C22 et C20.
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Figure 33.Tumorosphéres clonales obtenues aprés transfection des cellules TG1 avec le
plasmide pX-851.

Au jour 3 aprés la transfection des cellules TG1, les cellules sont triées par FACS et
ensemencées individuellement dans des plaques 96 puits. Trois plaques (soit 288 puits) ont
été ensemencées. Des tumorospheéres clonales se sont développées dans 63 puits. La figure
présente un échantillon de 8 clones sur les 63 clones. Les photos des sphéres sont prises
aprés 23 jours en culture dans du milieu NS34 a 37 °C. Echelle : 100 um.

2.1.1 Caractérisation des tumorospheres clonales obtenues apres
transfection des cellules TG1 avec le plasmide pX-851 et
identification des clones présentant une interruption du gene
CXCL12.

Un certain nombre de clones ont été testés afin de définir leur statut par rapport
I'interruption du géne CXCL12. Ces clones ont été analysés en utilisant trois méthodes :

- la PCR réalisée sur I'ADN génomique extrait des cellules
- la méthode ELISA pour mesurer la production de la protéine CXCL12
- Le séquencage de la région d'ADN ciblée par la Cas9 HiFi et les ARNg.

2.1.1.1 Analyse par PCR des clones obtenus aprées transfection des cellules TG1 avec le
plasmide pX-851
Pour tester l'interruption du géne CXCL12 dans les cellules transfectées, des réactions
de PCR ont été réalisées avec des amorces s'hybridant de part et d'autres des régions cibles
des ARNg et de la Cas9 HiFi. Des couples d'amorces établis a partir de 3 amorces sens
(CXCL12 Fwd 1_3) et de 3 amorces antisens (CXCL12 Rev 1_3) ont été testés, a différentes
températures d'hybridation, sur les cellules TG1 non transfectées afin de déterminer les
conditions conduisant a un produit de PCR a la taille attendue. La séquence des amorces, la
taille des ampliméres attendus avec I'ADN sauvage en fonction du couple d'amorces et la
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localisation théorique des sites d'hybridation des amorces sur I'ADN génomique sont
données dans le tableau 12 et la figure 34.

‘ Screening Primers CXCL12 Sequence (5'-3') ‘

CXCL12-Fwd1
CXCL12-Fwd2
CXCL12-Fwd3
CXCL12-Revl
CXCL12-Rev2
CXCL12-Rev3

CCGCCCGGGACTAACTTGTTTGCTTTTCATTGG
CTCGGGAGCACAGAGGGAGCGGAGGAG
CCCCGCCTGGCTCTCCCCTCTAAAG
CTCGCTCTGCAGCCAGCTTGAGGTCAGG
CGCCTTCCCGCGCCAGTCCCGAACG
GCGCAGCAGGACCTCGGAGCCCATTC

CXCL12-Fwd1l 829 bp 892 bp 1004 bp
CXCL12-Fwd2 574 bp 637 bp 749 bp
CXCL12-Fwd3 438 bp 501 bp 613  Bp

Tableau 12. Séquences des amorces de PCR testées et taille théorique des ampliméres.

Les amorces sens (Fwd) et antisens (Rev) ont été utilisées pour tester l'interruption du géne
CXCL12 dans les clones de cellules TG1 transfectées avec le plasmide pX-851. La taille des
ampliméres indiquée dans le tableau correspond a celle attendue pour chaque couple
d'amorces en utilisant I'ADN des cellules TG1 non modifiées comme matrice.

chri0
p|;l pl; pl!!l p|!!l pHEI qllsl qll% q;lg q2%.l q;}_'; qE§ qz!!g qlggl qZ!I q!!! q%l; ng
L. 1323bp 4
44 880 000 bp 44 880 200 bp 44880 400 bp 44880 600 bp 44 880 800 bp 44881 000 bp 44881 200
| | | | | | | | | | |
Sequence = | I EEAIEEB 1011 S 0T ORRRE T A 000U T T MO RO 010 1 T 0 3 (OO
CXCL12 exon 1 -
CXxcL12
CXCL12 Fwd3 -
CXCL12 Rev3 I
CXCL12 gRNA 5E1 -
CXCL12 gRNA 3'E1 -
CXCL12 Fwd1 —
CXC12 Revi =]
CXCL12 Fwd2 -
CXCL12 Rev2 -

Figure 34. Alignement sur I'ADN génomique humain des ARNg et des amorces de PCR
utilisées pour tester l'interruption génique dans les clones de cellules TG1 transfectées.

Le haut de la figure indique la position du gene CXCL12 sur le chromosome 10. Un
agrandissement sur un segment de 1323 pb comprenant le premier exon et le début du
premier intron de CXCL12 est ensuite présenté. En dessous, les rectangles de couleurs
indiquent : en rouge les régions d'alignement des ARNg, en bleu les différentes amorces sens
(Fwd) et en vert les différentes amorces antisens (Rev) testées (cf tableau 12).
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Lors du test des amorces a des températures d’hybridation entre 60 °C et 70 °C sur
I'ADN génomique de cellules TG1 contrbles non transfectées, le couple d’amorces CXCL12-
Fwd3/CXCL12-Rev3 a donné les meilleurs résultats (bande nette, a la taille attendue de 600
pb). Ce couple d'amorces a ensuite été choisi pour tester les différents clones de cellules TG1
transfectées avec le plasmide pX-851.

Apres coupure de I'ADN sur les deux brins, la cellule engage généralement un
processus de réparation par NHEJ qui donne lieu a des insertions/délétions (Indels). Ces
Indels peuvent en principe étre mis en évidence par PCR. En effet la taille de I'amplimére
obtenu avec des amorces situées de part et d'autre des sites de coupures differe
théoriguement selon que la matrice soit de I'ADN sauvage ou muté, bien que I'on ne puisse
pas prédire la taille des Indels générés par la réparation NHEJ (de quelques nucléotides a une
centaine de nucléotides). De plus, cette taille peut varier pour chacun des alléles.

Si les deux alleles ont été modifiés, on peut s'attendre, sur un gel d'électrophorese, a la
disparition de la bande de PCR correspondant a I'amplimére "sauvage" et I'apparition d'une
ou de deux bandes correspondant aux amplimeéres "mutés". Si un seul alléle a été muté, la
bande correspondante a l'amplimére sauvage est maintenue et une deuxiéme bande
apparait, les deux bandes présentant en principe des intensités équivalentes.

L'ADN a été extrait de 33 clones sur les 63 obtenus apres transfection des cellules
TG1 avec le plasmide pX-851. Les résultats des PCR réalisés sur ces ADN avec le couple
d'amorces CXCL12-Fwd3/CXCL12-Rev3 sont présentés dans la figure 35. On remarque que
tous les clones testés présentent une bande de PCR intense (bande 1) migrant au méme
niveau (~600 pb) que le contréle positif C+ (ADN des cellules TG1 non transfectées avec le
plasmide). Certains clones (C1, C4, C5, C7, C10, C19) présentent une bande supplémentaire
de taille inférieure (bande 2). Cependant ces bandes sont moins intenses que la bande
majoritaire a 600 pb. D'autres bandes d'intensité plus faible sont aussi visibles, y compris
dans le contrble C+ "sauvage"

La présence dans tous les clones de la bande de PCR migrant comme celui de I'ADN
sauvage laisse penser qu'aucun des 33 clones ne présente une interruption génique sur les
deux alleles du gene CXCL12. Cependant ce manque d'efficacité du systeme était surprenant
au vu de l'expérience acquise au laboratoire de I''GBMC. D'autre part, dans I'hypothése
d'une interruption mono-allélique dans certains clones, l'intensité des bandes observées
n'était pas en adéquation avec ce qui était attendu, c.a.d. deux bandes d'intensité similaires.
Etant donné que nous travaillons sur des cellules cancéreuses, il était également
envisageable que les cellules TGl présentant plus de deux copies du géne CXCL12.
Cependant, ces cellules ne présentaient pas de polysomie pour le chromosome 10.
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Figure 35. Génotypage des clones issus de cellules TG1 transfectées avec le plasmide pX-
851.

La PCR a été réalisée sur I'ADN génomique extrait de 33 clones issus de cellules transfectées
en utilisant le couple d'amorces CXCL12-Fwd3/CXCL12-Rev3 (voir tableau 12 pour les
séquences) et une température d'hybridation de 60 °C. C1 a C33 désignent les différents
clones; C+ : le contrdle positif (TG1 non transfectées); C- : controle négatif (eau). La bande la
plus intense migre a ~600 pb. Une deuxieme bande migrant a ~300 pb est présente dans
certains clones. La migration a été faite sur un gel d'agarose a 1,2 %. A gauche sur la figure,
le marqueur de taille GeneRuler 1 Kb de la Société Thermo Scientific™ .

Pour aller plus avant dans I'analyse des clones, nous avons examiné la production de la
protéine CXCL12.

2.1.1.2 Expression de la protéine CXCL12 dans les clones de cellules TG1 transfectées
avec le plasmide pX-851

Un test ELISA a été réalisé pour mettre en évidence la protéine CXCL12 dans le
surnageant de culture des différents clones C1 a C36 obtenus aprés transfection des cellules
TG1. Les résultats sont présentés dans la figure 36. Le clone C9 exprime la protéine le plus
fortement (1350 pg/mL + 0,0091). D'autres clones I'expriment plus modérément (100 — 500
pg/mL + 0,0021 — 0,0056) ou tres faiblement (4 — 40 pg/mL £ 0,0007 — 0,0028). Enfin dans 15
clones (C2, C4, C10, C11, C12, C13, C15, C21, C24, C25, C26, C29, C33, C35 et C36) la
chimiokine CXCL12 n'a pas été détectée dans le surnageant. Tous ces clones présentaient
cependant une bande de PCR migrant comme celle de I'ADN sauvage lors du génotypage
(figure 35). A ce stade la seule méthode pouvant clarifier la situation est le séquencage.
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Figure 36. Mise en évidence de I’expression de la protéine CXCL12 dans le surnageant de
cultures des différents clones de cellules TG1 transfectées.

Pour chacun de clones C1 a C36, la détection de la protéine dans le surnageant a été
effectué par ELISA (DuoSet ELISA DEVELOPMENT SYSTEM, R&D systems) aprés 7 jours de
culture pour environ 500K cellules TG1 transfectées. Pour le témoin positif, le test a été
réalisé a partir du surnageant de 500K de cellules TG1 non transfectées (WT). Contrdle
négatif : milieu NS34 frais.

2.1.1.3 Séquencage de clones de cellules TG1 transfectées avec le plasmide pX-851

Des réactions de séquencage ont été réalisées sur les produits de PCR de clones de
cellules TG1 transfectées n'exprimant pas la protéine CXCL12 et présentant lors du
génotypage par PCR soit uniquement la bande sauvage « Clones : C9, C12, C24 », soit deux
bandes (I'une migrant comme celle de I'ADN sauvage et l'autre de taille inférieure) «
Clones : C2, C4, C13, C16, C25, C33 ». Les bandes issues de réactions de PCR avec les
amorces CXCL12-Fwd3/CXCL12-Rev3 a une température d'hybridation de 60 °C ont été
découpées des gels d'agarose, extraites puis séquencées par le service GATC de la société
Eurofins Genomics. La lecture et I'analyse des séquences ont été effectuées avec les deux
logiciels : SnapGene Viewer version 4.2.5 et Intergrative Genomics Viewer (IGV) version
2.5.2. Pour les cellules TG1 non transfectées, I'analyse de la séquence de la bande "sauvage"
migrant a ~600 pb (taille théorique attendue 613 pb, voir tableau 12) a montré une double
séquence, l'une correspondant a celle du gene CXCLI2 et une seconde parasite
correspondant a un produit d'amplification non spécifique voir annexe V.
De nouvelles conditions de PCR ont été testées pour augmenter la spécificité de la réaction
et éliminer la bande parasite. Différentes températures d’hybridation des amorces CXCL12-
Fwd3/CXCL12-Rev3 ont été testées a 62 °C, 63 °C, 64 °C, 65 °C et 67 °C et la température
d'hybridation de 65 °C fut choisie pour I'analyse de I'ADN génomique des cellules TG1 non
transfectées avec le plasmide et de celui des clones C15, C35 et C36. La figure 37 montre les
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produits de PCR obtenus dans ces conditions. Pour chacun des clones C35 et C36, les deux
bandes d'ADN majeures ont été découpées et séquencées (C35a et C35b pour le clone C35
et C36a et C36b pour le clone C36).
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Figure 37. Génotypage par PCR du géne CXCL12 des clones C15, C35 et C36 de cellules TG1
transfectées avec le plasmide pX-851.
La PCR a été réalisée avec les amorces CXCL12-Fwd3 et CXCL12-Rev3 (Tableau 12 pour les
séquences) a une température d’hybridation 65 °C. La migration a été faite sur un gel
d'agarose a 1,2 %. La taille de la double bande d’ADN obtenu par PCR des clones C15, C35 et
C36 est aux alentours de 300 pb.

Les séquences (annexe VI et figure 38) ont été alignées sur la séquence du génome
humain (figure 38). Les séquences des deux fragments de PCR s'alignent sur la région 5' du
géne CXCL12. Sur cet alighement, on constate une délétion, dans la séquence de toutes les
bandes de PCR au niveau des régions ciblées par la Cas9 HiFi, d'environ 250 pb qui
correspond a la distance entre les deux sites de coupure de I'enzyme. Pour les deux bandes
C35b et C36b la taille exacte des indels a pu étre déterminée. Pour la bande C35b il s'agit
d'une délétion de 255 pb. Pour la bande C36b, il s'agit d'une délétion de 258 pb avec une
insertion de 3pb.
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Figure 38. Analyse des résultats du séquencage des clones 35 et 36 obtenus aprés
transfection de cellules TG1 avec le plasmide pX-851.

Les bandes de PCR correspondant aux clones 35 et 36 (figure 37) ont été découpées et
extraites du gel d'agarose, puis séquencées par le service GATC (société Eurofins Genomics).
Pour chaque clone, les deux fragments de PCR présents sur le gel de la figure 37 ont été
séquencés en utilisant les amorces de PCR CXCL12-Fwd3 et CXCL12-Rev3. La ligne 'RefSeq
gene' présente le premier exon et le début du premier intron de CXCL12. Les lignes "CXCL12-
Fwd3" et "CXCL12-Rev3" présentent l'alignement des amorces de PCR sur la séquence de
CXCL12. Les lignes "gRNA CXCL12 5'E1 et gRNA CXCL12 3'E1" présentent I'alignement des
ARNg. (TG1 CXCL12 KO-C35a)/Fwd3, C35b/Fwd3 et C35b/Rev3 présentent I'alignement des
séquences des bandes a et b du clone 35 pour un séquencage réalisé avec les amorces
CXCL12-Fwd3 et CXCL12-Rev3. (TG1 CXCL12 KO-C36a)/Rev3 et C36b/Rev3 correspondent a
I'alignement des séquences des deux bandes du clone 36 pour un séquencage avec I'amorce
CXCL12-Rev3. L'alignement des séquences est visualisé avec le logiciel Intergrative Genomics
Viewer (IGV) version 2.5.2.

D'apres les résultats du séquencage, on peut considérer que les deux bandes de PCR
(a et b) pour chacun des clones C35 et C36 représentent les deux alléles du gene CXCL12
modifié par CRISPR/Cas9. Selon le clone et l'allele, la position de la coupure par rapport au
PAM (protospacer adjacent motif) peut varier de quelques nucléotides (3 a 6 nucléotdes) et
la réparation par NHEJ peut étre légerement différente. L'ensemble de ces résultats
suggerent que les deux clones C35 et C36 avec un phénotype hypoprolifératif par rapport
aux cellules TG1 non transfectées (figure 33) présentent une interruption génique bi-
allélique du gene CXCL12. Ces clones seront dénommés TG1 CXCL12 KO.
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2.2 Croissance des cellules TG1 CXCL12 KO

2.2.1 Culture dans des conditions non clonales

Pour tester l'interruption génique de CXCL12 sur la croissance, des cellules TG1 et
TG1 CXCL12 KO ont été mises en culture dans des conditions non clonales et ensemencées a
raison de 600 cellules jusqu'a 19200 cellules par puits puits et le taux d'ATP a été mesuré
tous les 3 jours jusqu'au jour 9. Le temps de doublement a été déterminé a partir des
courbes de croissance. Les cellules TG1 CXCL12 KO présentent des temps de doublement
similaires a celui des cellules TG1 (entre 1,4 et 1,8 jours pour un ensemencement de 600
cellules/puits). Ce temps de doublement augmente légérement avec le nombre de cellules
ensemencées pour atteindre des valeurs de 2,5 a 2,8 jours, de maniére similaire pour les
cellules TG1 et TG1 CXCL12 KO. Ce ralentissement peut étre lié au mode de croissance sous
forme de neurosphéres. En effet les neurosphéres qui se forment sont issus de
neurosphéres qui se développent indépendamment les unes des autres par division
cellulaire, mais aussi de la fusion de neurosphéres ou de la coalescence de cellules ou petits
amas cellulaires avec des sphéres en suspension. Ces deux derniers phénoménes
augmentent avec la densité cellulaire.

D'apres la figure 39, les cellules CXCL12 KO du clone C36 semblent croitre legerement plus
rapidement que les cellules CXCL12 KO du clone C35 et les cellules TG1. Cependant il serait
nécessaire de répéter |'expérience pour s'assurer que cette différence soit statistiquement
significative.
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—+
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} KO C35
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—— @+
—o—
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Doubling time (days)
N)
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Number of cells at day 0

Figure 39. Temps de doublement des cellules TG1 CXCL12 KO par rapport aux cellules TG1
wt.

Les cellules ont été ensemencées a différentes densités (de 600 jusqu'a 20000
cellules/puits) et les temps de doublement ont été mesurés a partir des courbes de
croissance (sur 9 jours).
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2.2.2 Formation des tumorospheres clonales

Les cellules TG1 CXCL12 KO clones C35 et C36 ont été ensemencées a raison d'une
cellule par puits et la formation des tumorospheres a été observée sur une période de 3
semaines (figure 40). Au bout de 3 semaines, les sphéres formées a partir de TG1 CXCL12 KO
ont un diametre de 31 a 36 um contre 150 um pour les spheres contréles TG1, soit une
diminution de taille d'un facteur 4 a 5, indiquant que bien que la chimiokine n'affecte pas le
temps de doublement des cellules dans des conditions de culture non clonales, elle joue un
réle dans la croissance des tumorospheres. On peut émettre I'hypothése que CXCL12 est un
des facteurs sécretés par les cellules qui, directement ou indirectement, favorise la
croissance des cellules isolées.

TG1 (WT)

1 cell - )

TG1 CXCL12 KO

1 cell - o]

C35 (36

Figure 40. Tumorospheéres des cellules TG1 et des clones C35 et C36 CXCL12 KO apres trois
semaines de culture.

Dans une plaque Greiner 96 puits les cellules ont été ensemencées a une densité d'une
cellule/puits dans 200 pL de milieu NS34 sans sérum, en présence de FGF et d'E GF. Le milieu
est renouvelé une fois par semaine. Les spheres sont présentées a 1 semaine et a 3
semaines.

2.2.3 Effet des molécules chalcones sur la prolifération de cellules TG1
CXCL12 KO et la formation des spheres

Au début de ce travail nous avions utilisé les chalcones et notamment les chalcones 4
et LIT-927, neutraligands de la chimiokine CXCL12 comme outil pharmacologique pour tester
le role de la chimiokine dans la croissance des cellules tumorales. L'obtention des cellules
TG1 CXCL12 KO va nous permettre de tester si l'effet des différentes chalcones sur la
prolifération cellulaire est dépendant de la chimiokine.
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2.2.3.1 Effetdes chalcones sur la prolifération des clones des cellules TG1 CXCL12 KO

Les molécules chalcones 1, 4 et LIT-927 ont été testées pour leur effet sur la
prolifération des clones C35 et C36 de cellules TG1 CXCL12 KO par mesure du taux d'ATP
cellulaire de maniere analogue a ce qui a été réalisé pour les cellules TG1 (figure 23). Les
molécules ont été rajoutées a une concentration de 5 uM aux cellules ensemencées a
différentes concentrations et la viabilité des cellules a été mesurée.

Un effet inhibiteur marqué de la chalcone 4 sur la croissance des cellules est observée pour
une faible quantité de cellules ensemencées (jusqu'a 9600 cellules). La chalcone 1 présente
un effet inhibiteur moins marqué, alors que la LIT-927 n'a aucun effet (figure 41 voir aussi
figure 45 dans annexe VII). Ce résultat est similaire a celui observé précédemment pour les
cellules TG1 (WT) (figure 23).
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Figure 41. Effet des molécules chalcones sur la croissance des clones C35 (a) et C36 (b) de
cellules TG1 CXCL12 KO.

Les cellules ont été ensemencées a différentes densités dans une plaque Greiner 96 puits.
Les molécules chalcones ont été ajoutées a une concentration finale de 5 uM. Chaque puits
contient une concentration de DMSO de 0,1 %. Aux différents temps Jour 0 (DO), Jour 3 (D3)
et Jour 6 (D6) I'ATP cellulaire a été mesuré a l'aide du test CellTiter-Glo® 2.0 Assay qui
conduit a une émission de luminescence. Tous les 3 jours le milieu de culture NS34 est
renouvelé en conservant la concentration de chalcones a 5 uM et le DMSO a 0,1 %. Chaque
condition est réalisée en triplicat.

2.2.3.2 Effetdes chalcones 1, 4, LIT-927 sur la formation des tumorosphéeres clonales
des lignées TG1 CXCL12 KO
Nous avons testé 'effet des différentes molécules chalcones sur la capacité des
clones TG1 CXCL12 KO a générer des tumorospheres clonales a partir d'une cellule en
culture.

Les cellules ont été dissociées et ensemencées a une cellule par puits, la formation
des tumorospheres clonales a été testée en absence (0 uM) et en présence des chalcone 1, 4

et LIT-927 a une concentration de 5 uM, pendant trois semaines a 37 °C (figure 42). Les
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expériences menées en absence de chalcones sur les cellules TG1 wt et les cellules TG1
CXCL12 KO montrent que l'interruption du géne CXCL12 ralentit considérablement le
développement des tumorospheres. Dans les conditions expérimentales utilisées, la
chalcone 4 et la chalcone 1 a 5 uM agissent de maniere similaire sur les cellules TG1 wt et
TG1 CXCL12 KO (clones C35 et C36) en inhibant totalement la formation des sphéres. La
chalcone LIT-927 a 5 uM ne présente aucun effet sur la formation et le développement des
spheres qu'elles soient issues de cellules TG1 wt ou KO pour CXCL12. Ces résultats suggérent
gue l'effet inhibiteur des chalcones 1 et 4 sur la prolifération cellulaire et la formation des
tumorospheres est indépendante de la présence de la chimiokine CXCL12 endogene. En
corrolaire, les activités neutraligands des chalcones 4 et LIT-927 ne s'exercent pas sur la
chimiokine CXCL12 produite de maniére endogéne par les CI-GBM..

Controle +

TG1 C35 C36

Chalcone 1 (5uM) LIT-927 (5uM) Chalcone 4 (5uM)

TG1

Figure 42. Effet des molécules chalcones sur le développement de tumorosphéres clonales
de cellules TG1 et TG1 CXCL12 KO.

Les cellules ont été ensemencées dans des plaques 96 puits a raison d'une cellule/puits en
moyenne (dilution limite) dans 200 uL de milieu NS34 a) en absence de composé (contrdle
DMSO 0,2 %); en présence de 0,2 % de DMSO et 5 uM de : b) chalcone 1 ; c) chalcone LIT-
927 ; d) chalcone 4. Le milieu est renouvelé une fois par semaine. Les photos correspondent
a des spheres a 3 semaines. C35 et C36 correspondent a deux clones de cellules TG1 CXCL12
KO.

VI. Etude de la perméabilté membranaire des
cellules TG1 vis-a-vis des molécules
chalcones.

Trois chalcones (chalcones 1, 4 et LIT-923) ont été testées dans cette étude. Ces
molécules agissent de maniere différentielle sur lI'autorenouvellement des CI-GBM avec une
activité inhibitrice des chalcones 1 et 4 (surtout marquée pour la chalcone 4) et une absence
d'effet de LIT-927. L'effet différentiel entre ces molécules de structure proche et notamment
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entre les deux chalcones décrites comme neutraligands de CXCL12, la chalcone 4 et
I'analogue soluble (LIT-927), nous a conduit a émettre I'hypothése que leur activité pourrait
s'exercer au niveau intracellulaire et que la différence d'activité observée serait liée a une
différence de passage de la membrane cellulaire. Pour tester cette hypothése, nous avons
étudié les différences de concentration intracellulaire des chalcones apres traitement des
cellules CI-GBM TG1 avec les molécules a tester. Cette concentration est évaluée en utilisant
un test basé sur la centrifugation de cellules, préalablement mises en contact avec les
molécules, a travers une couche de milieu aqueux, puis d'huile de silicone (AR20 : AR200
dans un rapport 4 : 1), suivie d'une détéction des molécules dans le culot cellulaire par
chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométie de masse. Le schéma
récapitulatif de I'expérience est donné dans la figure 43. Ce test est adapté de celui décrit
par Richter et collaborateurs qui I'avait utilisé pour analyser l'activité antibiotique de
nombreuses molécules en testant leur passage a travers les membranes bactériennes
(Richter et al. 2017).

= CI-GBM (50 K) + molécules dans le milieu de culture. Incubation 60 mn (T.A)
= Déposer délicatement la suspension cellulaire sur I’huile de silicone

i\
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Figure 43. Schéma du protocole pour la détection des molécules traversant la membrane
des cellules CI-GBM.

Les molécules ayant traversé la membrane cellulaire se retrouvent dans le culot cellulaire
apres centrifugation. Les molécules adsorbées a la surface des cellules sont éliminées par
passage a travers les couche d'huile de silicone (AR20 : AR200). T.A. : température ambiante.

Dans un premier temps nous avons utilisé ce test avec des composés dont la
perméabilité membranaire était connue, a savoir l'indol et la calcéine d'une part et leurs
dérivés acétoxy-méthylés, I'indo1-AM et la calcéine-AM, d'autre part. Ces deux dernieres
sont connues pour traverser la membrane cellulaire et pénétrer dans le milieu
intracellulaire, alors que les deux premieres ne la traversent pas. Dans nos expériences,
I'indo1 et la calcéine mis en contact de 50 000 cellules TG1 a une concentration de 1 uM ne
sont jamais retrouvés dans les culots cellulaires, alors que, dans les mémes conditions, les
dérivés estérifés le sont, bien qu'en faible quantité.
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Nous avons ensuite testé la perméabilité cellulaire des trois molécules chalcones a
une concentration de 50 uM sur 0, 50K, 250K, 500K, 700K et 1 million cellules TG1. Les
résultats des expériences réalisées avec la chalcone 1 n'étaient pas explotables et seuls les
résultats obtenus avec les chalcones 4 et LIT-927 sont présentés dans la figure 44. La
guantité de molécules retouvée dans les culots cellulaires est faible, mais elle augmente
avec le nombre de cellules utilisé dans |'expérience. L'analyse des courbes ne montre pas de
différences significatives entre la chalcone 4 et LIT-927 suggérant que la perméabilté
cellulaire est similaire pour les deux molécules. Ainsi les différences d'activité entre les deux
molécules sur la croissance des cellules TG1, ne semblent pas étre liées a leur pénétration
différentielle dans les cellules.
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Figure 44. Détection intracellulaire de molécules chalcone 4 et LIT-927 par LC-MS/MS.

Les cellules TG1 en prolifération ont été incubées a température ambiante pendant 1 heure
avec 50 uM de chalcone, puis traitées selon le protocole décrit dans la figure 43 ci-dessus. En
ordonnée, la quantité de chalcone extraite du culot cellulaire. Pour chaque expérience, la
guantité de composé retrouvé dans le culot cellulaire a été corrigée par rapport a
I'échantillon sans cellule. Les expériences ont été réalisées en triplicat.
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Discussion

La chimiokine homéostatiqgue CXCL12 et ses récepteurs CXCR4 et ACKR3
interviennent dans divers processus physiologiques et pathologiques. Leur réle a été mis en
évidence dans de nombreux cancers, y compris les GBMs. De ce fait, cet axe est devenu une
cible thérapeutique potentielle pour la découverte de nouvelles thérapies. Dans la recherche
de molécules anticancéreuses, un intérét tout particulier a été apporté ces derniéres années
a l'étude des cellules cancéreuses présentant des propriétés souches et
d'autorenouvellement, ainsi que la capacité d'induire une tumeur récapitulant les
caractéristiques de la tumeur d'origine aprés injection a des animaux immuno-déprimés. Ces
cellules appelées, selon les auteurs, cellules souches cancéreuses, cellules progénitrices
cancéreuses, ou cellules initiatrices de tumeurs représentent un faible pourcentage de la
tumeur (< 2 %), mais sont responsables du développement tumoral, des récidives apres
traitement et des résistances aux chimio- et radio-thérapies (Reya et al. 2001 ; Visvader and
Lindeman 2008).

Dans notre étude, nous nous sommes intéressés a I'expression de CXCL12, CXCR4 et
ACKR3 dans des cellules initiatrices de GBM (CI-GBM), a I'effet de molécules chalcones (dont
deux connues pour leur effet neutraligand de CXCL12), et de I'AMD3100 sur la survie, la
prolifération et l'aptitude des cellules a former des tumorosphéres, ainsi qu'au réle de la
chimiokine CXCL12 produite de maniéere endogéene sur ces fonctions.

Des CI-GBM de différentes origines ont été utilisées dans notre étude. Les cellules
TG1 et TG1_C1, BTIC 25M, BTIC 53 et U3051 ont toutes été caractérisées dans les
laboratoires dans lesquels elles ont été isolées (Patru et al. 2010 ; Cusulin et al. 2015 ; Xie et
al. 2015). Elles expriment les marqueurs Sox2, Nestine, Nanog, ainsi que GFAP (Glial Fibrillary
Acidic Protein). Les cellules TG1 et TG1_C1 sont majoritairement CD133 (prominine)
négatives, alors que les cellules BTIC et U3081 sont CD133 positives. Beaucoup de
laboratoires travaillant sur les CSCs utilisent la prominine comme critére de sélection des
cellules souches. Néanmoins, I'expression de ce gene n'est pas indispensable pour qu'une
cellule cancéreuse présente des propriétés initiatrices de tumeurs (Chen et al. 2010) et la
présence ou l'absence de ce marqueur dans les tumeurs ne modifie pas la survie des
patients (Kong et al. 2014). En utilisant la classification des GBM de Verhaak et al. 2010, les
cellules TG1, TG1_C1 (communication personnelle suite a I'étude des transcriptomes dans le
laboratoire de H. Chneiweiss), BTIC 25M et BTIC 53 (Cusulin et al. 2015), font partie des sous-
types mésenchymateux, alors que les cellules U3021 ont été classées dans le sous-type
neural (Xie et al 2015). En 2017, le sous-type neural a été supprimé dans la classification des
GBM (Wang et al. 2017a) car ce sous type neural était retrouvé a la marge de la tumeur ou
des cellules neurales normales sont présentes (Gill et al. 2014 ; Sturm et al. 2012) et seuls les
sous-types proneural, mésenchymateux et classique furent rapportés par la suite dans
I'étude des GBM (pour une étude récente voir Couturier et al. 2020). Cependant, une
seconde analyse récente en cellules uniques de 26 215 cellules cancéreuses émanant de
tumeurs de GBM de 8 patients non traités, auxquels ont été ajoutés 384 cellules issues de
bases de données publiques et utilisant les techniques de scRNAseq, sc-ATAC, la dynamique
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de I'ARN (RNA velocity et exome-seq) montre que I'ensemble de I'hétérogénéité des GBM
IDH1 non muté peut étre décrit a partir des deux sous-types de cellules
souches/progénitrices de GBM, en faisant varier leurs proportions respectives, ainsi que
celles des cellules différenciées qui en dérivent et des cellules stromales et immunitaires
(Wang et al. 2019). Les marqueurs donnés pour le sous-type mésenchyamateux sont CD44,
GFA, CHI3LL et pour le sous-type proneural DLL3, PDGFRA et Olig2. Les cellules U3021 issues
d'une banque de cellules souches de glioblastome (Human Glioblastoma Cell Culture (HGCC)
resource) avaient été classées lors d'une premiére analyse de |'expression de 765 genes dans
le sous-type proneural. Lors d'une seconde analyse avec utilisation du bootstrapping
statistique, elles ont été classées dans le type neural (sous-type sortant de I'analyse dans ~85
% des cas, les 15 % des cas correspondant a du sous-type pro-neural) (Xie et al. 2015). En
culture dans le milieu NS34, ces cellules ne forment guére de neurosphéres et émettent des
prolongements (figure 16 du manuscrit). Compte tenu de ces caractéristiques et des
connaissances acquises récemment, ces cellules dérivent probablement de cellules
progénitrices cancéreuses du sous-type proneural.

Les cellules utilisées dans notre étude (trois lignées de CI-GBM dérivant du sous-type
mésenchymateux et une lignée dérivant du sous type proneural), montrent une expression
différente des ARNm codant la chimiokine CXCL12 et des récepteurs CXCR4 et ACKR3
(CXCR7). Les cellules TG1 et TG1_C1 surexpriment la chimiokine CXCL12 et le récepteur
CXCR4, mais n'expriment pas ou tres faiblement le récepteur ACKR3. Dans les cellules BTIC
53 et BTIC 25M l'ensemble des trois protagonistes est faiblement exprimé, a la limite de la
détection pour BTIC 25M. Pour les cellules U3021, seul le récepteur ACKR3 est bien exprimé.
Dans la littérature, CXCR4 apparait comme un récepteur dont I'expression est généralement
augmentée dans les cellules présentant des propriétés souches. Nous l'avons également
observé au laboratoire en comparant son expression dans les cellules cancéreuses TG1,
TG1_C1 et U87, dans les astrocytes humains et dans des cellules souches neurales foetales (f-
NSC). Le récepteur est surexprimé d'un facteur > 5000 dans les cellules TG1, TG1_C1 et f-NSC
par rapport au astrocytes et aux cellules U87 (Feve et al. 2014).

Dans divers cancers dont les GBM, CXCR4 est reconnu comme un marqueur
oncogénique, favorisant la prolifération cellulaire, I'angiogenese, la vasculogénése et les
métastases. L'axe CXCR4/CXCL12 apparait particulierement important dans les cellules
souches cancéreuses/cellules initiatrices de tumeurs pour le maintien des propriétés
souches, leur autorenouvellement et leur tumorogénicité (Ehtesham et al. 2009 ; Gatti et al.
2013 ; Jung et al. 2013 ; pour revue voir Wiirth et al. 2014 ; Richardson 2016 ; Fareh et al.
2017). Concernant l'autorenouvellement, Fareh et collaborateurs ont montré, en utilisant les
cellules TG1, qu'une diminution de |'expression de CXCR4, via le cluster miR 302-367, inhibait
I'autorenouvellement et la mobilité des CI-GBM par un mécanisme impliquant le réseau
sonic hedghog (SHH)-Gli-Nanog (Fareh et al. 2012 ; Fareh et al. 2017). Pour le maintien des
propriétés souches, une corrélation positive entre |'expression de CXCR4 et des marqueurs
de cellules souches (LgR5, Nanog, Sox2) a été rapportée pour des cellules souches de cancer
de l'oesophage (Wang et al. 2017b), ainsi que dans les GBM (Flih et al. 2016). On peut
cependant observer dans ces études que I'amplitude de la variation d'expression de CXCR4
est plus importante que celle des marqueurs de cellules souches. Ainsi des cellules avec des
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propriétés souches peuvent présenter un différentiel d'expression de CXCR4 important de
(32 — 40 fois). Concernant notre étude une analyse comparative de l|'expression des
marqueurs de cellules souches aurait été nécessaire pour discuter la possible utilisation de
CXCR4 comme marqueur de I'état d'indifférenciation des cellules.

Le récepteur atypique ACKR3, qui lie CXCL12 avec une affinité plus forte que CXCR4
(Kd = 0,4 nM) et impliqué dans la régulation de la concentration de CXCL12 dans
I'environnement tissulaire par un effet "scavenger" serait plutot faiblement exprimé dans les
cellules cancéreuses souches et un niveau d'expression plus élevé correspondrait a un état
de différentiation plus avancée (Hattermann et al. 2010 ; Fliih et al. 2016). Généralement les
deux récepteurs ne seraient pas exprimés sur les mémes cellules, bien que des cellules
CXCR4" et ACKR3" aient été trouvées. On peut supposer que les cellules U3021 de notre
étude qui présentent le niveau d'expression de ACKR3 le plus élevé soient des cellules
progénitrices plus différenciées que les cellules souches et les autres cellules de notre étude.
Ceci est a mettre en relation avec la difficulté de ces cellules a former des neurosphéres dans
le milieu de culture NS34 et au phénotype des cellules en culture, ou elles forment des
prolongements semblables a ceux observés lors de la différentiation des cellules TG1 et
TG1_C1 qui prend place lorsque ces cellules sont cultivées en présence de sérum de veau
foetal (Zeniou et al. 2015). Cependant les cellules U3021, injectées a des souris NOD/SCID,
donnent des tumeurs macroscopiques présentant des caractéristiques similaires a la tumeur
d'origine (Xie et al. 2015), un des criteres essentiels pour les cellules initiatrices de tumeurs.

CXCL12 induit des effets pléiotropes dans les cellules et dans les tissus et agit par un
effet autocrine et/ou paracrine. Dans les tissus, mais aussi dans les tumeurs, la chimiokine
peut étre produite par I'environnement et/ou par les cellules elles-mémes.

Dans notre étude, nous nous sommes focalisés sur le réle de la chimiokine produite
de maniére endogene dans l'autorenouvellement et la prolifération des cellules CI-GBM et
plus précisément des cellules TG1 qui, parmi les cellules étudiées, I'exprime au taux le plus
élevé. Les études présentées dans la littérature pour analyser ce role utilisent des
modifications des conditions de culture dans lesquelles la sécrétion de CXCL12 est diminuée
par exemple en absence de facteur de croissance (Gatti et al. 2013), ou testent I'effet de
I'addition de CXCL12 rajouté dans le milieu, ou observent les effets sur la prolifération dans
des conditions comme [|'hypoxie qui induit une surexpression de CXCR4 et de CXCL12, ou
encore en bloquant les récepteurs CXCR4 avec I'AMD3100 ou le récepteur ACKR3 avec
CCX771 ou un anticorps (Uemae et al. 2014 ; pour revue Wiirth et al. 2014 ; Richardson
2016 ; Miyazaki et al. 2017; Groblewska et al. 2020).

Nous avons choisi de réaliser une interruption génique du gene CXCL12 en utilisant la
méthode CRISPR/Cas9 avec une Cas9 dite "high fidelity" (HF) et des ARN guides ciblant des
régions 5' du géne CXCL12 de maniére a réaliser |'interruption pour I'ensemble des variants
d'épissage (six variants possibles) qui ont en commun les trois premiers exons et different au
niveau du quatrieme. La Cas9 HF a été obtenue a partir de la spCas9 par des modifications
d'acides aminés visant a diminuer l'interaction de lI'endonucléase avec les sites "hors cible"
(Kleinstiver et al. 2016). Ces changements ne modifient pas la spécificité de la Cas9. Le
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systeme CRISPR/Cas9 commercial de Santa Cruz que nous avions utilisé dans un premier
temps et qui utilisait une Cas9 non HF avait suggéré |'existence de modifications hors cible et
I'insertion de la protéine a fluorescence rouge dans une (des régions) autre(s) que celles
codant CXCL12. Avec le plasmide fourni par le laboratoire du Dr Reina San Martin a I'lGBMC
(Ilkirch), la probabilité de coupures hors cible est extrémement faible. L'expérience
d'interruption génique réalisée sur les cellules CI-GBM TG1 avec ce systéme HF nous a fourni
des clones présentant une interruption bi-allélique du géne CXCL12 mis en évidence par
séquencage de la région ciblée par les ARN guides et ne sécrétant pas la chimiokine dans le
milieu de culture. L'analyse de deux clones C35 et C36 a souligné un role marqué de CXCL12
dans la formation des tumorosphéres clonales avec un net ralentissement de leur croissance
(obtention de sphéres quatre a cing fois plus petites que les sphéres contrbles aprés 3
semaines de culture) (figure 40). Ces résultats sont a rapprocher des expériences de
formation de tumorosphéres de cellules TG1 en présence d'AMD3100 (obtention de sphéeres
3 fois plus petites aprés 21 jours de culture comparées aux sphéres contrbles). CXCL12 n'est
donc pas indispensable a la formation des tumorosphéres, mais favorise leur croissance. Ceci
pourrait s'expliquer par le fait que dans la formation des tumorospheéres, les cellules situées
a l'intérieur des spheres sont soumises a I'hypoxie, ce qui d'apres la littérature induit une
augmentation de I'expression de CXCL12 via HIF1a avec un signal de croissance cellulaire par
activation de la voie des kinases PI3K/Akt, de I'expression de la cycline D1, de la protéine du
rétinoblastome et I'activation des signaux anti-apoptotique via des molécules de la famille
Bcl2 (Calinescu et al. 2017). L'absence de cette signalisation conduirait a la diminution de la
croissance des sphéeres issues de cellules KO CXCL12. Ces signalisations n'ont pas été
étudiées dans notre travail. De méme, nous n'avons pas testé si les cellules TG1 CXCL12 KO
pouvaient former de grandes tumorosphéres de taille > 1Imm, comme cela peut étre observé
avec les cellules TG1 au bout de 8 semaines (Dong et al. 2017) et si I'ajout de CXCL12
exogene pouvait stimuler la croissance des tumospheres. L'absence d'effet de I'interruption
génique sur le temps de doublement des cellules lorsque celles-ci sont cultivées dans des
conditions non clonales est plus difficile a expliquer, bien qu'il soit admis que le
comportement d'une cellule isolée differe de son comportement dans une population de
cellules (Lin and Amir 2020). Un faible impact de CXCL12 sur la prolifération cellulaire avait
aussi été observé lors de I'ajout de la protéine au milieu de culture de cellules TG1 wt qui
n'avaient montré qu'une faible augmentation de la prolifération cellulaire (25 a 30 % pour
des concentrations saturantes de 50 et 500 nM). Une observation similaire avait été faite par
Gatti et al. (Gatti et al. 2013) suggérant que la fonction premiére de CXCL12, produite de
maniére endogéne ou apportée de maniére exogéne n'est pas de stimuler la croissance des
cellules. On peut supposer que le réle majeur de CXCL12 réside dans les autres fonctions
connues pour la chimiokine comme la régulation des migrations cellulaires (cellules
endothéliales, cellules du systeme immunitaire, cellules stromales) afin de promouvoir
I'angiogéneése, la vasculogénese, I'invasion tissulaire, la modification du microenvironnement
ainsi que dans I'adaptation aux situations de stress (hypoxie, chimiothérapie, radiothérapie)
(pour revues voir Wiirth et al. 2014 ; Richardson 2016 ; Miyazaki et al. 2017 ; Groblewska et
al. 2020). L'absence d'effet dans les conditions non clonales pourrait aussi étre imputable
aux conditions de culture utilisées, a savoir un milieu sans sérum (pour conserver |'état
indifférencié), mais enrichi en facteurs de croissance, EGF, bFGF et insuline et en normoxie,
gui permettent une croissance optimale des cellules.
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Au début de notre étude, avec l'objectif de trouver de nouvelles molécules
interférant avec l'axe CXCR4/CXCL12, nous nous étions intéressés aux chalcones et
notamment aux deux chalcones 4 et LIT-927 dont les propriétés neutraligands de CXCL12 (Kp
de 1,7 x 10® M; Hachet-Haas et al. 2008) avaient été montrées au laboratoire et les effets
étudiés in vivo dans des modeles d'inflammation allergique des voies aériennes chez la
souris ou une diminution de l'infiltration d'éosinophiles ou de cellules dendritiques était
observé apres administration de chalcone 4 ou LIT-927 (Hachet-Haas et al. 2008 ; Galzi et al.
2010 ; Heck et al. 2017 ; Regenass et al. 2018) ou in vitro dans des cellules de cancer
colorectal dont la migration était fortement inhibée en présence de chalcone 4 (Romain et
al. 2014). La chalcone 1, sans effet neutraligand de CXCL12 (Kp de 5,5 x 10® M; Hachet-Haas
et al. 2008) était utilisée comme molécule contréle. L'utilisation des molécules chalcones
pour étudier la formation des tumorosphéres clonales conduit a des résultats surprenants.
Certes, la chalcone 4 inhibait totalement la formation des sphéres a une concentration de 5
UM, mais la chalcone 1, sans effet neutraligand était également active, alors que la chalcone
LIT-927 neutraligand comme la chalcone 4, n'avait aucun effet. De plus |'effet inhibiteur des
chalcones 1 et 4 était plus marqué que celui de I'AMD3100, qui méme a 10 uM n'induisait
gu'un ralentissent de la croissance des sphéres. Cela suggérait que I'activité de la molécule
chalcone 4 était indépendante de son effet neutraligand et que les deux chalcones 4 et 1
agissaient via une autre cible. Ceci est corroboré par le fait que les deux molécules sont
actives aux mémes concentrations (activité a 5 uM, pas d'activité a 1 uM), alors que les
affinités pour CXCL12 different d'un facteur 100. Les chalcones appartiennent a la classe des
flavonoides. Les molécules naturelles ou synthétiques dérivent du chassis moléculaire 1,3-
diaryl-2 propene-1-one qui dans notre étude correspond a la chalcone 1. Une grande variété
de chalcones a été extraite de plantes ou synthétisée. Les molécules sont connues pour leurs
activités antipaludiques et antibactériennes, mais en fonction des substituants, le spectre
d'activités biologiques est plus large avec des propriétés anti-prolifératives, anti-
inflammatoires, antioxydantes, anti-angiogéniques (Zhuang et al. 2017 ; Mielcke et al. 2017).
Leurs cibles moléculaires potentielles sont multiples. Elles agissent, entre autres, comme
inhibiteurs de IkB, de la thioredoxine réductase (IC50 = 1.4 uM), de la cyclooxygénase, de la
polymérisation des microtubules, de la voie Notch/Akt et de I'activité de récepteurs a
tyrosines kinases comme EGFR. L'activité antiproliférative, proapoptotique ou synergique de
molécules anticancéreuses de nombreuses chalcones, y compris des chalcones a structure
simple comme le xanthumol- un dérivé prénylé (Walden et al. 2017) ou la cardamonine- un
dérivé dihydroxylé et méthoxylé sur un des phényles (Hou et al. 2020 ; pour revue voir
Nawaz et al. 2020) a été montrée. Pour la cardamonine, des cibles extracellulaires et
intracellulaires induisant un blocage de la voie Wnt/B caténine, JAK/STAT, PI3K/Akt/mTor ou
de I'apotose, ont été rapportées (Nawaz et al. 2020).

Dans notre étude, une activité antiproliférative et apoptotique des chalcones 1 et 4,
indépendante de la signalisation via CXCR4/CXCL12 doit étre envisagée. Il reste cependant a
comprendre pourquoi cet effet dépend du nombre de cellules ensemencées, mais aussi
pourquoi la chalcone LIT-927 avec les mémes substituants que la chalcone 4, mais
présentant un cycle pyrimidone n'a pas d'effet. LIT-927 est plus soluble que la chalcone 4 (36
UM vs 9 uM dans le tampon PBS a pH 7,4 et elle |égerement moins hydrophile (logP = 3,32 vs
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3,63). Nous avons émis I'hypothese que la(les) cible(s) des molécules chalcones 1 et 4
étai(en)t intracellulaire(s) et que la différence d'activité entre les molécules chalcones 4 et
LIT-927 était due a une différence de pénétration intracellulaire. Des résultats préliminaires
de mesure des quantités intracellulaires de chalcones 4 et LIT-927, en utilisant le test de
centrifugation sur coussin de silicone, indiquent que les deux molécules traversent la
membrane cellulaire, mais ne montrent pas de différence significative entre les deux
molécules (les résultats avec la chalcone 1 n'étaient pas interprétables). La courbe présentée
dans la figure 44 réveéle la nécessité de travailler avec un nombre de cellules supérieur a 5 x
10° afin de sortir du bruit de fond lors des mesures par LC-MS/MS. Lors de nos premiers
essais des quantités trop faibles de cellules avaient été utilisées. Si cette équivalence dans la
pénétration intracellulaire se confirme, nous pourrons considérer que le noyau pyrimidinone
central dans la chalcone LIT-927 bloque son interaction avec sa (ses) cible(s) et/ou les effets
de celle-ci. La chalcone 4 a une réactivité d'accepteur de Michael au niveau de |'oxopropényl,
alors que dans LIT-927 qui ne differe de la chalcone 4 que par le remplacement de
I'oxoprényl par une pyrimidinone cette réactivité n'existe plus (Regenass et al. 2018) Or les
propriétés d'accepteur de Michael des chalcones seraient un de leur mécanisme d'action
majeur pour l'interaction avec les cibles et l'activité qui en découle (Zhuang et al. 2017).
Cette réactivité conduit a la formation de liaison covalente carbone/carbone ou
carbone/soufre entre la chalcone et la cible qui présente des propriétés nucléophiles.
L'inhibition des kinases IkB (IKKs, impliquées dans les réponses immunes et inflammatoires),
de la thioredoxine réductase (TR, régulant la balance Redox), ou la dérégulation de la voie
Keapl (Kelch-like ECH-associated protein 1)-Nrf2-ARE (impliquée dans la protection vis-a-vis
du stress oxydant) passerait par ce mécanisme. Le groupement oxopropényl de la chalcone 1
est également un accepteur de Michael, ce qui expliquerait son effet. Son effet moindre par
rapport a la chalcone 4 pourrait étre du a I'absence de substituants au niveau des noyaux
phényles A et B.

Les différents types cellulaires testés (TG1, TGl _C1, BTIC et U3021) ont une
sensibilité similaire aux molécules chalcones, suggérant que la(les) cible(s) est (sont)
présente(s) dans ces cellules. Nous n'avons pas testé |'activité des molécules sur des cellules
non cancéreuses, ou sans propriétés souches. Ceci permettrait d'évaluer la spécificité, méme
relative par rapport aux des cellules cancéreuses. Des expériences d'ADME-Tox et in vivo sur
des souris ont été réalisées au laboratoire et aucune toxicité particuliere des chalcones n'a
été relevée, suggérant un effet discriminatif sur des cellules présentant une dérégulation
dans le fonctionnement.
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Conclusion et perspectives

La chimiokine CXCL12 et ses récepteurs CXCR4 et ACKR3 ont des effets pléiotropes
dans les cellules et les CI-GBM en particulier. Cependant les approches utilisées dans les
études manquent parfois de spécificité pour établir leur réle avec précision. Notre étude tres
focalisée sur le réle de la chimiokine endogene dans la formation des tumorosphéeres
clonales et la prolifération des CI-GBM a montré que la chimiokine n'était pas indispensable
a la croissance des cellules, mais qu'elle la favorisait, notamment lorsque les cellules étaient
a I'état de cellule unique ou en petit nombre. Une interruption du géne CXCR4 codant le
récepteur permettrait de corroborer les résultats obtenus. D'autres fonctions de la
chimiokine CXCL12 et du récepteur CXCR4, notamment leurs rdles dans la survie des cellules
dans des conditions de stress (stress oxydant, hypoxique, métabolique, présence d'agents
chimio thérapeutiques), ou dans I'entrée des cellules en quiescence, ou dans leur
différentiation, ainsi que les voies de signalisation en aval pourront étre étudiées de maniére
plus fine en utilisant les cellules CI-GBM KO CXCL12 et KO CXCR4.

Concernant les chalcones, I'étude a mis en évidence leur effet cytostatique, par un
mécanisme différent de celui considéré au départ, c’est-a-dire ne passant pas par un effet
neutraligand de CXCL12. Les propriétés neutraligands de CXCL12 n'ont pas pu étre mises en
évidence dans notre systéme et nos conditions d'étude du systéeme.

Cependant la caractérisation précise des cellules étudiées lors de la recherche de
nouvelles thérapies reste un probleme majeur. L'utilisation de quelques biomarqueurs est
insuffisante pour définir I'objet étudié. Les nouvelles approches basées sur I'étude en
cellules uniques obtenues a partir de tumeurs dissociées permettent d'avoir une vision plus
globale d'une tumeur a partir des éléments étudiés individuellement (Couturier et al. 2020 ;
Wang et al. 2019). Les études récentes de Wang et collaborateurs (Wang et al. 2019)
suggerent que l'ensemble des GBM contiennent des cellules souches de type
mésenchymateux et proneural et des cellules plus ou moins différenciés qui en dérivent. De
plus, I'ensemble des cellules souches de GBM se situerait sur un axe avec d'un c6té le type
mésenchymateux et de I'autre le type proneural. En accord avec ce modele, les auteurs ont
montré que la synergie des molécules antitumorales n'est observée qu'avec des molécules
ciblant les deux types cellulaires. Ainsi I'étude de signatures transcriptomiques de cellules
uniques issues des tumeurs permettrait de mieux appréhender I'hétérogénité tumorale et
adapter la thérapie en fonction des voies de signalisation dérégulés. Cependant, compte
tenu de la plasticité cellulaire, les cellules isolées conservent-elles les propriétés qu'elles
avaient dans la tumeur d'origine ? Le protocole utilisé pour leur isolement influe-t-il sur leur
phénotype ? Aussi, pour la recherche de nouvelles molécules ciblant une voie donnée, faut-il
travailler sur des populations de cellules ou des cellules isolées, ou des systemes 3D de type
organoides vascularisés ? La description de systemes aussi complexes que les tumeurs et la
mise en place de nouvelles thérapies, notamment pour les GBM qui restent incurables,
constituent un réel défi.
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Annexes

ANNEXE | : Effet des chalcones 1, 4, LIT-927 sur la prolifération et la survie de
cellules CI-GBM

Annexe lA : TG1
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Effet des molécules chalcones sur la croissance des cellules TG1.

Les cellules en prolifération ont été ensemencées a différentes densités de 100 a 9600
cellules par puits dans une plaque greiner 96 puits (réf. 6550990), en absence ou en
présence des molécules chalcones a une concentration de 5 uM et une concentration finale
de 0,1 % de DMSO dans tous les puits. Chaque condition est testée en triplicata. La
croissance cellulaire a été évaluée par la mesure du taux d'ATP a l'aide du systeme CellTiter-
Glo ATP luminescent assay, comme indiqué dans la section "Matériels et Méthodes". Les
taux d'ATP ont été mesurés a 3 jours (D3), 6 jours (D6) ou 9 jours (D9), et un changement du
milieu NS34 avec et sans les molécules est également effectué dans les plaques des
prochaines lectures.
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Annexe IB : TG1_C1
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Effet des molécules chalcones sur la croissance et la survie des cellules TG1_C1.
La croissance cellulaire a été évaluée par la mesure du taux d'ATP a l'aide du systeme
CellTiter-Glo ATP luminescent assay, comme indiqué dans la section "Matériels et
Méthodes". Les taux d'ATP ont été mesurés a 3 jours (D3), 6 jours (D6) ou 9 jours (D9).
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Effet des molécules chalcones sur la croissance et la survie des cellules BTIC 25M.
Les cellules en prolifération ont été ensemencées a différentes densités dans une plagque
greiner 96 puits (réf. 6550990), en absence ou en présence des molécules chalcones a une
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concentration de 5 uM, en présence de 0,1 % de DMSO (concentration finale) dans tous les
puits. Chaque condition est testée en triplicata. La mesure de la luminescence (taux d’ATP)
représentant la viabilité cellulaire est effectuée tous les 3 jours, et un changement du milieu
NS34 avec et sans les molécules est également effectué dans les plagues des prochaines
lectures.

Annexe ID : BTIC 53
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Effet des molécules chalcones sur la croissance et la survie des cellules BTIC 53.

Les cellules en prolifération ont été ensemencées a différentes densités de 100 a 19200
cellules par puits dans une plaque greiner 96 puits (réf. 6550990), en absence ou en
présence des molécules chalcones a une concentration de 5 uM, en présence de 0,1 % de
DMSO (concentration finale) dans tous les puits. Chaque condition est testée en triplicata.
Les taux d'ATP ont été mesurés a 3 jours (D3), 6 jours (D6) ou 9 jours (D9) a I'aide du systéme
CellTiter-Glo ATP luminescent assay, et un changement du milieu NS34 avec et sans les
molécules est également effectué dans les plaques des prochaines lectures.

Annexe IE : U3021
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Effet des molécules chalcones sur la croissance et la survie des cellules U3021.

Les cellules en prolifération ont été ensemencées a différentes densités de 100 a 19200
cellules par puits dans une plaque greiner 96 puits (réf. 6550990), en absence ou en
présence des molécules chalcones a une concentration de 5 uM, en présence de 0,1 % de
DMSO (concentration finale) dans tous les puits. Chaque condition est testée en triplicata.
Les taux d'ATP ont été mesurés a 3 jours (D3), 6 jours (D6) ou 9 jours (D9) a I'aide du systéme
CellTiter-Glo ATP luminescent assay, et un changement du milieu NS34 avec et sans les
molécules est également effectué dans les plaques des prochaines lectures.
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ANNEXE Il : Fiche descriptive de la chimiokine recombinante CXCL12 ajoutée

lors de la culture de CI-GBMs pour tester son role sur la prolifération

cellulaire

ﬁ

ALMAG T +44 (0523 3830 5717 + E chemokines@almacgroup.com « W www.almacgroup. com

h-SDF-1a, synthetic

Catalog number: CN-11

&lmac Peptide and Protein Product Information
Technologies
Product Name:
Chemokines
Synonyms:
' R swiss Prot

[odimiad Hiskone Accession No:

Hsiuitdaten pepiides Sequence:

Modifications:

;.L’;'.\,,\;‘ Specification

HPLEC Purity:

Determined Mass;

Formulation /
Appearance;

100 ng

h-5DF-1a
CXCL12

CXCL1Z human

P48061

KFVYSLSYRCP CRFFESHVAR ANVEHLEKILM
TPNCALQIVA RLENNNROVC IDPKLKWIGE
YLEKALN

Nong

=85% area/area at 214nm

fakla

White powder lyophilized from water/acetonitrile/
TFA to generate the TEA salt form

Peptide content determined by UV analysis at
260nm,

Preparaticn and Storage

Reconstitution /
Storage:

It is recommended that unopened vials are
stored at -20 T to -70 T for periods of up to 18
months. Avoid repeat freeze-thaw cycles.

Itis recommended vials be centrifuged prior to
Opening

‘Water can be used to prepare stock solutions of
20 pmel L. Stock solutions with up to 30%
DMSOwater can also be prepared

. o radaanch e only. Nof for e i Ruman dagnostic Hr iferapeutic procadums.
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ANNEXE Ill : Valeurs de Ct (cycle threshold) des génes CXCL12, CXCR4 et

ACKR3 (ou CXCR7) pour les cinq types de CI-GBM (TG1, TG1_C1, BTIC 53, BTIC

25M et U3021)

Puits Nom de I'échantillon |Détecteur |CT Std. Dev. CT
Al TG1 CXCL12 23.70 0.365
A2 TG1 CXCL12 23.27 0.365
A3 TG1 CXCL12 22.97 0.365
A4 TG1 CXCR4 22.05 0.051
A5 TG1 CXCR4 22.15 0.051
A6 TG1 CXCR4 22.13 0.051
A7 TG1 CXCR7 31.48 0.324
A8 TG1 CXCR7 31.01 0.324
A9 TG1 CXCR7 30.86 0.324
A10 TG1 RPLPO 19.51 0.889
All TG1 RPLPO 19.76 0.889
Al12 TG1 RPLPO 21.16 0.889
B1 BTIC 53 CXCL12 27.38 0.204
B2 BTIC 53 CXCL12 27.08 0.204
B3 BTIC 53 CXCL12 26.99 0.204
B4 BTIC 53 CXCR4 25.53 0.086
B5 BTIC 53 CXCR4 25.40 0.086
B6 BTIC 53 CXCR4 25.56 0.086
B7 BTIC 53 CXCR7 28.04 0.230
B8 BTIC 53 CXCR7 27.95 0.230
B9 BTIC 53 CXCR7 27.60 0.230
B10 BTIC 53 RPLPO 19.37 0.052
B11 BTIC 53 RPLPO 19.28 0.052
B12 BTIC 53 RPLPO 19.30 0.052
C1 BTIC 25M CXCL12 26.97 0.114
C2 BTIC 25M CXCL12 27.01 0.114
C3 BTIC 25M CXCL12 26.79 0.114
C4 BTIC 25M CXCR4 29.30 0.246
C5 BTIC 25M CXCR4 28.83 0.246
Cé6 BTIC 25M CXCR4 28.92 0.246
Cc7 BTIC 25M CXCR7 27.55 0.256
C8 BTIC 25M CXCR7 27.42 0.256
C9 BTIC 25M CXCR7 27.05 0.256
C10 BTIC 25M RPLPO 18.33 0.134
Cl11 BTIC 25M RPLPO 18.39 0.134
C12 BTIC 25M RPLPO 18.14 0.134
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D1 TGl C1 CXCL12 24.13 0.065
D2 TGl C1 CXCL12 24.03 0.065
D3 TGl C1 CXCL12 24.02 0.065
D4 TGl C1 CXCR4 21.98 0.136
D5 TGl C1 CXCR4 21.92 0.136
D6 TGl C1 CXCR4 21.72 0.136
D7 TGl C1 CXCR7 35.26 0.621
D8 TGl C1 CXCR7 34.20 0.621
D9 TGl C1 CXCR7 34.16 0.621
D10 TGl C1 RPLPO 18.59 0.101
D11 TGl C1 RPLPO 18.67 0.101
D12 TGl C1 RPLPO 18.80 0.101
El U3021 CXCL12 27.81 0.124
E2 U3021 CXCL12 27.58 0.124
E3 U3021 CXCL12 27.63 0.124
E4 U3021 CXCR4 25.15 0.091
E5 U3021 CXCR4 25.04 0.091
E6 U3021 CXCR4 25.22 0.091
E7 U3021 CXCR7 23.87 0.326
E8 U3021 CXCR7 23.35 0.326
E9 U3021 CXCR7 23.28 0.326
E10 U3021 RPLPO 19.46 0.097
E11 U3021 RPLPO 19.36 0.097
E12 U3021 RPLPO 19.56 0.097
F1 eau CXCL12 Undetermined

F2 eau CXCL12 Undetermined

F4 eau CXCR4 Undetermined

F5 eau CXCR4 Undetermined

F7 eau CXCR7 Undetermined

F8 eau CXCR7 Undetermined

F10 eau RPLPO Undetermined

F11 eau RPLPO Undetermined

Tableau 13. Mesure de I'expression des génes CXCL12, CXCR4 et ACKR3 (ou CXCR7) par RT-

QPCR.

Les valeurs en CT affichées par I'appareil ABI Prism® 7000HT d’Applied Biosystems™,
représentent |'expression des ARNm des trois génes a étudier CXCL12, CXCR4 et ACKR3 et
du gene controle RPLPO. Contréle négative = eau.
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Annexe IV
Protocole n°1 : culture et comptage des cellules CI-GBM

Le passage des cellules se fait deux fois par semaine, en commencant par une observation
des cellules au microscope, puis en prenant 4 photos d’endroits différents. Ensuite
I'ensemble de culture (10 mL) est collecté et centrifugé a 11000 rpm pendant 5 minutes. Le
surnageant est conservé, il constitue le milieu conditionné des cellules. Le culot cellulaire est
dissocié mécaniquement dans 1 mL du milieu conditionné en effectuant 100 allers-retours
avec une pipette 1000.

Pour le comptage, prélever 20 uL de cellules dissociées dans le milieu conditionné et
les transférer dans un tube eppendorf contenant 4 uL de bleu trypan, puis déposer 20 uL de
ce mélange dans une cellule de comptage (Quick read precision cell slide, Globe Scientific
INC). Le bleu de trypan entre dans toutes les cellules mais les cellules vivantes I'expulsent
grace a leur pompe ATPase. Les cellules vivantes apparaissent donc blanches et les mortes
sont bleues. Cependant le bleu de trypan est toxique et toutes les cellules finissent par
devenir bleues, il faut donc compter assez rapidement.

Comptage du nombre N de cellules vivantes contenues dans un grand carré, puis
détermination du nombre de cellules par mL:

Nombre de cellules/ml =N x 10* x 1,2
Le calcul effectué pour obtenir cette équation :
Un grand carré représente 0,1 pL ce qui donne N/0,1 pL = N x 10*/mL.

N x 10* pour 20 pL déposé pour le comptage, donc pour le volume total 24 pL (20 pL + 4 pL
bleu de trypan), la valeur N x 10*va étre donc multipliée par 1,2 d’ou la formule :

N x 10%x 1,2 = le nombre de cellules/mL

Les cellules dissociées sont mises ensuite en culture dans un milieu composé de 90 % de
milieu NS34 frais et 10 % de milieu conditionné a une densité a 2,5 x 10° cellules/mL. Les
cellules sont incubées a 37 °C, 5 % CO, sous atmosphére humide et a I'obscurité.

Protocole n° 2 : préparation du milieu de culture défini NS34.

DMEM en poudre 5x 31600091 Invitrogen 1x
F12 Nutrient mix, Hams 5x 21700018 Invitrogen 1x
D-glucose anhydre 15023021 Invitrogen 0,6 %
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GlutaMAX-I (100X) 35050038 Invitrogen 1x

Hepes Buffer 1M 15630056 Invitrogen 5mM

Sodium Bicarbonate 7,5 % 25080060 Invitrogen 0,1%
Penicillin/Streptomycin 15140148 Invitrogen 10 unités/mL : 10 pg/mL
(10000 : 10000)

N2 Supplement (100x) 17502048 Invitrogen 1x

G5 Supplement (100x) 17503012 Invitrogen 1x

B27 Supplement (50x) 17504044 Invitrogen 0,5x

Tableau 14. Composition du milieu de culture NS34.
Les suppléments N2, G5 et B27 sont nécessaires au maintien de |’état souche des cellules et
le supplément G5 contient le facteur de croissance EGF et bFGF.

Protocole n°3 : congélation des CI-GBM

Afin de préparer un stock de cellules, il est donc nécessaire de procéder a la
congélation des cellules. Le stock de cellules est préparé a partir des cellules stockées a
faible passage (autour de 10 passages) constitue la Master cell Bank.

L'ensemble de la culture est récolté et centrifugé a 1100 rpm pendant 5 minutes. Le
maximum de surnageant est éliminé et le culot cellulaire est repris dans un mélange de 90 %
de FBS (Invitrogen) et 10 % de DMSO (Sigma Aldrich) & une densité d’environ 2 x 10°
cellules/mL. La suspension cellulaire est aliquotée rapidement en fractions de 1 mL dans les
cryotubes. Les tubes de congélation sont placés pendant une semaine a -80 °C et puis
transférés dans 'azote liquide.

Protocole n°4 : décongélation des CI-GBM

La décongélation des cellules est effectuée avec 30 mL de milieu NS34 chauffé a 37 °C
dans un tube falcon stérile de 50 mL. 1 mL de milieu chauffé est ajouté dans le cryotube
contenant les cellules congelées. Les cellules décongelées sont ensuite transférées dans le
tube de centrifugation. L'opération est répétée jusqu’a ce qu’il n’y ait plus de cellules dans le
cryotube. Les cellules sont centrifugées 5 minutes a 1100 rpm. Le maximum de surnageant
est éliminé et le culot cellulaire est resuspendu sans dissociation dans 10 mL de milieu NS34
et mise en culture dans une flasque T75 a 37 °C sous 5 % de CO,.

Protocole n°5 : extraction des ARN totaux

Etape 1 « homogénéisation » : 500 pL du TRI REAGENT (réf. TR-118-200 Euromedex)
est ajouté au culot cellulaire 3x10° cellules. Homogénéiser a I'aide de la micropipette par

aspiration et refoulement. Incuber ’homogénat pendant 5 minutes a température ambiante
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pour permettre une dissociation compléte des complexes nucléoprotéiques. Si I'extraction
de I'ARN n'est pas faite immédiatement, il est préférable de congeler les culots cellulaires
déja repris dans le TRI REAGENT a -80 °C.

Etape 2 «phase de séparation» : Ajouter a I'homogénat 60 pL de
bromochloropropane (BCP), vortexer et incuber le mélange pendant 5 minutes sur glace puis
centrifuger a 12000 g pendant 15 minutes a 4 °C, prélever la phase agueuse contenant les
ARN dans un tube eppendorf RNAse free.

Etape 3 « Précipitation de 'ARN » : En ajoutant 500 uL d’isopropanol (1 volume
d'isopropanol/1 volume de phase aqueuse contenant I'ARN). Vortexer brievement puis
effectué une centrifugation a 12000 g pendant 10 minutes a 4 °C. Elimination du surnageant
et lavage des ARN avec 500 plL d’éthanol 75 % stocké a -20 °C, vortexer puis effectuer une
derniére centrifugation a 8000 g pendant 8 minutes a 4 °C. Eliminer I'éthanol et laisser
sécher le culot d’ARN a température ambiante pendant 5 minutes puis récupérer le culot
d’ARN dans 50 pL d’eau traité au DEPC (réf. AM9920 Ambion®).
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b)

Annexe V : Séquencgage des produits PCR réalisé avec les amorces CXCL12-
Fwd3/Rev3 a une T° d’hybridation de 60 °C pour les cellules TG1 non
transfectées

Résultats séquencage TG1 non transfectées
Séquence TG1/CXCL12-Fwd3 :

TACCTATGATTTGTCTCATATGGCTTGAAAGGTCTTGCCCTCTGCACCTGGCCCAGAAGGAAGCAGG
ATGTAATCCAGCACCCTTTGAATCCTAGAATATTTGTCTTTCCATTAAATTCACAAGAGCAAAAAGTTA
CGGTTCTGCAATTGCTCCATTTATTCTGAGGCCCCCTAGGAACCCTAGGAAGATCAGGTCAGCCAGA
GCCCAGCAGTGAATGTTCACTTCAGCCACACATATTTATGATCTCAAGCATCGGATCATCCTCTTCTG
GGTTTCTAAACATTCAGGAGTCTGAGATCCTTACAGATCCATATTTTCTTTTTGACATTTCACTTTCTCC
TCCAGAATCAAGGGGATTCTTCTTTCCTGGCCCTGGAGGGTTGTTGAGAGGTTATAGGGAGAAGACT
TGATTTCTGAAATACCGTGGACTAGGATTCATCCACTGTTCAAAGATGCGGTGAAGCTTCAATGGGG
TTAGAGGCCCATTTCCCTGGCCCTGTTCCCATCACCAATTCCATTTCTAAGCTCCTGTGTGAACCGGAG
TCCTGCTGCGTAACCTTT

Séquence TG1/CXCL12-Rev3 :

GGGGGATTTCCCTTTTAATTTTTTTGTTGCGGGGTACGGCAGGGCTATGGGCCACTAACCCCGCGGA
ATCTTCACCTCTTCTCTGATGGTTTAATGAATCCTATTCCTTCCTATTTCAAAAATCAAGTCTTCTCCCTA
TAACCTCTCCCACCGCTCCATGGCCCCGAACCTCCCATCCCCTTGATCCGGGAGGATAAACCGTGATG
TCTCAAATAAAATATGGTTCTGTCAGGATCTCAGACTCCTGAATGTTTATAAACCTAGAATCCTTGATC
CGATGCTTGCCATCATTATTATGTTTGGTTGAATGGAATTTCACTGCTGTTGTCTGCCTGACCTGACCT
TCCTAGGGTGCTAGGGGGTCTCAGAATTAATGGGTCAATTGCCTAACTCCACTTTTTTTCTCTTGTAAT
TTTAATGGAAAGACAACTATTCTAAGATTCTGTGGCTGATGAATTACATCTCGCTTCCTTCTGGGACA
TGGGCATATGTTTGACTTTCCAGACCATCTTAGCCATTCCATGCGCCTTTTTCCGGGTTTTACCTTGCTT
TGCTAT

Résultats de I'alighement des séquences des produits de PCR en utilisant le logiciel BLAST
et IGV version 2.5.2. Les PCR ont été réalisés en utilisant comme matrice 'ADN génomique
des cellules TG1 et les amorces suivantes : i) CXCL12-Fwd3, ii) CXCL12-Rev3

chr start end strand score match mis-match  rep.match  N's Qagapcount Qagapbas.. Tgapcount T gap bases

chr7 30967434 30967925 |+ 309 473 13 0
chré 125912113 |125912143 |- 29 1 0
chr5 159231855 |169231906 |- 30 0 21
chr4 106351758 |106831786 |- 2 0 0
chr2 240558299 (240558327 |- 27 1 0

—

0
0
0
0
0

FEEIEIE

0 0
1 1
2 2
1 4
0 0

EAEIEE
EEEEE
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chr start end strand score match mis-match  rep.match  N's Qgapcount Qgapbases Tgapcount T gap bases
chr7 30967465 30967908 - 430 290 38 0 0 ] i ] 115

chr3 96923310 95923345 - 52 33 1 0 0 2 10 1 1

chri 31544355 31544393 - 41 25 0 0 0 1 1 1 13

chr4 120080280 |120080302 |- 39 22 0 0 0 0 0 0 0

chrl 236805085 |236805109 |- 39 23 0 0 0 0 0 1 1

chr5 112762424  |112762445 |+ 37 21 0 0 0 0 0 0 0

chr3 152268105 (152268128 |+ 37 22 1 0 0 0 0 0 0

chrl 144954420 144954443 |+ 37 22 0 0 0 0 0 1 1

chr5 108521156 |108521176 |+ 35 20 0 0 0 0 0 0 0

Chromatogramme présentant le résultat du séquencage des produits de PCR en utilisant
comme matrice 'ADN génomique des cellules TG1 et les amorces : i) CXCL12-Fwd3, ii)
CXCL12-Rev3. La visualisation est faite en utilisant le logiciel SnapGene Viewer version
4.2.5.

562 bases

TACCTATG AT TTGTCTCA TATG6G 6 CTTG AAAGGTC TTGC CCTCTGCACC TG GCCCAG

|EI 557 bases

6 A T TTE @ E6TTTT AATTTT TTTGT TGEG GG OHGBT AGGHE C A GG GECTATE G G6CCA
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Annexe VI : Résultats du séquengage des deux bandes de PCR (a et b) des
clones C35 et C36 (voir figure 37)

(TG1 CXCL12 KO-C35a)/Fwd3 :

GTCCAAGAAGGAATCCTGCCCTCTTGCCTTCCGGTTTGTATGCTGTTCGCTTAGTTGGGCGCTCTGGT
GCGGTGTCGCGTTCTAAGCCCTACTTTTGCGCCGAGGGTTTGTGACCTTCAGAGAGCGACCGCCTGA
CCTCAAGCTGGTTGCAGAGCGAGGTCAGCCGGGACAACTGGGCGGGAACGCCCCAAGAGAGCGTT
CGGGACTGGCGCGGGAAGGCTCGAGGTTGGGGAGCCCTGTACCCCCGTCCCCTGCCTGCCCACCCT
CTCCCCCCTCCATACAACCAGAGGGCTCGGTTTCCTAGGCGTTATGGGCTCCGTGGTCCTGCTGCGCA
TTT

(TG1 CXCL12 KO-C35b)/Fwd3 :

CCGGGCCCGCGCTCACCGCCGCACTTGGGGGTGGAGGCAGCTCGCTTAGCTGGGCGCTCTGGTGCG
GTGTCGCGTTCAAAGCCCTACTTTTGCGCCGAGGGTTTGTGACCTGCAGAGAGCGACCGCCTGACCT
CAAGCTGGCTGCAGAGCGAGGTCAGCCGGGACAACTGGGCAGGAACGCCCCAAGAGAGCGTTCGG
GACTGGCGCGGGAAGGCGCGAGGGTGGGGAGCCGCGGACCCCAGACCCCTGCCTGCCCACCCTCC
ACCCACTGCCTTCCCGCTGCGGGCTCGGTTTCCACAGGCGAATGGGCTCCGAGGTCCTGCTGCGCAA

(TG1 CXCL12 KO-C35b)/Rev3 :

GGGCTTGGGGACGAGACGCAGCGGGAGGCAGTGGGTGGAGGGTGGGCAGGCAGGGGTCTGGGE
TCCGCGGCTCCCCACCCTCGCGCCTTCCCGCGCCAGTCCCGAACGCTCTCTTGGGGCGTTCCTGCCCA
GTTGTCCCGGCTGACCTCGCTCTGCAGCCAGCTTGAGGTCAGGCGGTCGCTCTCTGCAGGTCACAAA
CCCTCGGCGCAAAAGTAGGGCTTTGAACGCGACACCGCACCAGAGCGCCCAGCTAAGCGAGCTGCC
TCCACCCCCAAGTGCGGCGGTGGGAGGCGCGCGCCGGGCGCTTTAGAGGGGAGAGCCAGGLCGGG
G

(TG1 CXCL12 KO-C36a)/Rev3 :

AGCCCTTTGCACGGAAGTCGCATGCGGTGAGGCAGTGGGTGGAGGGTGGCAGGCAGGGGTCTGGG
GTCCGCGGCTCCCCACGTGAGCCTTCCCGCGCCAGTCCCGAACGCTCTCTTGGGGCGTTCCTGCCCAG
TTGTCCCGGCTGACCTCGCTCTGCAGCCAGCTTGAGGTCAGGCGGTCGCTCTCTGCAGGTCACAAAC
CCTCGGCGCAAAAGTAGGGCTTTGAACGCGACACCGCACCAGAGCGCCCAGCTAAGCGAGCTGCCT
CCACCCCCAAATGTGCGGCGGGGAGGTGCGCGCTCTGGGCTTTTTTAGAGGAGAGACACTCGGGGA
GACACA

(TG1 CXCL12 KO-C36b)/Rev3 :

GGCGTGTGACGAGACGCAGCGGGAGGCAGTGGGTGGAGGGTGGGCAGGCAGGGGTCTGGGGTCC
GCGGCTCCCCACCCTCGCGCCTTCCCGCGCCAGTCCCGAACGCTCTCTTGGGGCGTTCCTGCCCAGTT
GTCCCGGCTGACCTCGCTCTGCAGCCAGCTTGAGGTCAGGCGGTCGCTCTCTGCAGGTCACAAACCC
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TCGGCGCAAAAGTAGGGCTTTGAACGCGACACCGCACCAGAGCGCCCAGCTAAGCGAGCTGLCTCC
ACCCCCAAAAGCGGCGGGGGGAGGCGCGCGCCCCGGGLTTTTTAGAGGAGAGACCCGGGGGGGE

ANNEXE VII : Effet des chalcones 1, 4, LIT-927 sur la prolifération des cellules
TG1 CXCL12 KO
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b @ molecule (DMSO) / clone C36 Chalcone 4 (5 uM) / clone C36
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Figure 45. Effet des molécules chalcones sur la croissance des clones C35 (a) et C36 (b) de
cellules TG1 CXCL12 KO.

Les cellules ont été ensemencées a différentes densités dans une plaque Greiner 96 puits.
Les molécules chalcones ont ensuite été ajoutées a une concentration finale de 5 uM.
Chaque puits contient une concentration de DMSO de 0,1 %. Aux différents temps JO (DO), J3
(D3) et J6 (D6) I'ATP cellulaire a été mesuré a I'aide du test CellTiter-Glo® 2.0 Assay qui
conduit a une émission de luminescence. Tous les 3 jours le milieu de culture NS34 est
renouvelé en conservant la concentration de chalcones a 5 uM et le DMSO a 0,1 %. Chaque
condition est réalisée en triplicata.
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