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EVs : Extracellular Vesicles
FACS : Fluorescent Activated Cell Sorter
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ROS : Reactive Oxygen Species
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TAMs : Tumor-Associated Macrophages
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Préambule

En France, le cancer colorectal est la 2°™ cause de déces par cancer ; un quart de ces
tumeurs sont diagnostiquées a un stade métastatique et pres de 50% des patients détectés a un
stade précoce développeront des métastases au cours de leur vie. Malgré une prise en charge
thérapeutique variée ayant permis d’améliorer considérablement la survie des patients, les
récidives sont malheureusement fréquentes. Ces rechutes peuvent étre la conséquence de
résistances thérapeutiques ou de la persistance d’une maladie résiduelle microscopique. Ces
deux éveénements sont imputables a la présence d’une faible sous-population de cellules au
sein de la masse tumorale : les cellules souches cancéreuses. Ces cellules ont la capacité de
s’auto-renouveler et de réaliser des divisions asymétriques donnant naissance a tous les types
cellulaires tumoraux. Elles sont également capables d’initier une tumeur mais également de
favoriser sa progression. Un des problemes majeurs de la mise au point de stratégies
thérapeutiques et de 1’élimination de ces cellules est leur caractérisation, en raison de leur
faible nombre (moins de 10% de la masse tumorale) mais aussi parce qu’elles expriment les
mémes marqueurs que les cellules souches normales. Ainsi, I’utilisation de marqueurs n’est
pas suffisante et leurs propriétés fonctionnelles doivent également €tre explorées mais ces

techniques sont coliteuses et longues a instaurer.

Depuis une dizaine d’années, un travail collaboratif avec un laboratoire de I’institut
XLIM a permis la mise au point d’'une méthode de caractérisation cellulaire basée sur les
propriétés biophysiques des cellules. Un laboratoire sur puce (biocapteur) a été développé et
permet d’analyser individuellement les cellules et de mesurer leur « signature
électromagnétique ». Cette technique, précédemment testée dans le laboratoire sur un modele
de glioblastome, a démontré sa pertinence dans la discrimination des cellules souches
cancéreuses par rapport aux cellules différenciées. Un des objectifs de mon projet de these a

été d’appliquer cette méthode au cancer colorectal pour vérifier son intérét dans ce modele.

L’étude des vésicules extracellulaires et de leur implication dans la progression
tumorale s’est intensifiée ces dernieres années. Différents travaux portant sur le cancer
colorectal ont témoigné de I'impact délétere des vésicules extracellulaires sécrétées par les
cellules tumorales sur d’autres types tumoraux mais €également sur les cellules du
microenvironnement telles que les cellules immunes. Le second objectif de ma these a été

d’étudier ce transfert d’agressivité entre des cellules différenciées et des cellules souches de
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différents stades de cancer colorectal, d’identifier les changements biologiques opérés et de

déterminer si ces changements d’état étaient également détectables par le biocapteur.

Enfin, le dernier objectif de ma theése a porté sur le transfert d’agressivité de vésicules
provenant de cancer colorectal mais cette fois sur les cellules immunitaires et notamment sur
les lymphocytes T et les cellules natural killer (NK). En fonction de 1’origine des vésicules,
provenant de cellules différenciées ou de cellules souches, nous avons voulu déterminer
quelles étaient les conséquences de cet échange sur les principales actrices de I’'immunité

antitumorale.

Pour résumer, les objectifs de ma these ont été d’évaluer les signatures
électromagnétiques des cellules de cancer colorectal selon leur phénotype puis de déterminer
si un transfert d’agressivité causé par des vésicules extracellulaires pouvait étre détectable par
la mesure de cette signature. Pour finir, de déterminer si le transfert de vésicules
extracellulaires de cancer colorectal entrainait 1’inhibition des cellules immunitaires
impliquées dans la lutte antitumorale. A long terme, I’analyse rapide que constitue la mesure
de la signature électromagnétique des cellules tumorales de patients pourrait permettre
d’évaluer précocement leur potentiel agressif et ainsi d’adapter la prise en charge afin de

limiter les échecs thérapeutiques et la survenue de récidives.
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Chapitre 1. Le cancer colorectal

I.1. Le c6lon

I.1.1. Anatomie et fonctions coliques

Le codlon ou gros intestin, fait partie intégrante du systeéme digestif, se situe dans la
cavité abdominale et constitue la partie terminale de I’intestin. Il débute a partir du caecum
par lequel il est relié a I’intestin gréle, et court jusqu’au rectum. Il mesure environ 1,5 metre

de long pour 4 a 8 cm de diametre et se divise en quatre segments (Figure 1) :

e Le cblon droit ou c6lon ascendant
e Le cOlon transverse
e Le cOlon gauche ou colon descendant

e Le cOlon sigmoide

‘Ces dijhérnents segments dw célon
Célon transverse N f
\ oy G Tissu intestinal normal
- i/ (coupe transversale)

Célon If Il (&S R\

droit L) ) P 3|}

Caecum ‘)‘\ : \ | (S— ’

Rectum = sigmoide e B G o > R AR T
g / I A GHE <180 -] g i
Anus / ]( 2 B B B 1 . | Epithélium
i 1f' /i ¥ fls Muqueuse

I Tissu conjonctif
— Fine couche musculair

> }‘ Sous-muqueuse

- Musculeuse

Sous-séreuse

Séreuse
Figure 1 : Anatomies du cblon et de la paroi colique

(Créée a partir de I'Institut National du Cancer (INCa) (illustration de Pierre Bourcier) et du site web cancer.org)

Le c6lon a pour principale fonction la fabrication et le stockage des matieres fécales.
Apres digestion au niveau de 1’estomac, le bol alimentaire se retrouve au niveau de I’intestin
gréle ou se réalise la majorité de 1’absorption des nutriments. Ensuite, le chyme obtenu,
constitué des résidus alimentaires, transite vers le gros intestin sous forme liquide ou auront
lieu I’absorption de I’eau, d’électrolytes et de certaines vitamines ainsi que le mélange des

résidus alimentaires non digérés et non digestes avec le mucus et les bactéries intestinales. Se
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forment les selles qui, au fur et a mesure de leur progression dans le c6lon, vont se durcir et se
mouler jusqu’a atteindre le rectum. Enfin, un signal sera déclenché pour indiquer la nécessité

d’évacuer le feces via I’anus (Greenwood-Van Meerveld, Johnson, et Grundy 2017).

I.1.2. Histologie du célon
La paroi colique est composée de plusieurs couches successives avec, de la lumiere

intestinale vers I’extérieur (Figure 1) (S. Kong, Zhang, et Zhang 2018) :

e La muqueuse tapissant I’intérieur du cdlon, composée d’une monocouche de cellules
épithéliales. Les principales fonctions de la muqueuse sont d’absorber et de transporter
les nutriments, le maintien de I’humidité tissulaire ainsi que la protection contre les
agents pathogeénes ou corps étrangers.

e La sous-muqueuse constitue une matrice extracellulaire plut6t fine, contenant des nerfs
ainsi que des tissus lymphatique et conjonctif permettant le soutien de la muqueuse.

e La musculeuse constituée de fines couches de fibres musculaires permettant les
mouvements péristaltiques facilitant I’avancée du chyme le long de ’intestin.

e La séreuse, couche la plus externe, est une membrane de tissu lisse faisant partie

intégrante du péritoine (membrane entourant les organes abdominaux).

1.1.3. Cryptes de Lieberkiihn : réservoir fonctionnel de la paroi colique

L’épithélium de la muqueuse colique n’est pas constitué d’une couche linéaire de
cellules mais se constitue de milliers d’invaginations nommées « cryptes de Lieberkiihn »
(Figure 2). Ces cryptes constituent le réservoir fonctionnel de la paroi colique puisqu’elles
renferment 1’ensemble des cellules nécessaires au renouvellement complet de 1’épithélium,
réalisé entre 4 et 5 jours. Trois catégories de cellules aux propriétés bien distinctes résident
dans ces entités : des cellules souches hautement proliférantes dans le fond des cryptes
donnant naissance a des cellules progénitrices allant elles-mémes se diviser en cellules

différenciées retrouvées au sommet au niveau de la lumiere colique (Gehart et Clevers 2019).
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Figure 2 : Structure des cryptes de Lieberkiihn coliques
(Adapté de Gehart et Clevers, 2019)

1.1.3.1. Réservoir des cellules souches

Au fin fond des cryptes de Lieberkiihn se trouve le réservoir de cellules souches (CS)
intestinales. Il en existe deux types : les « crypt base columnar cells » (CBC) et les cellules
+4. Les CBC, au moment de leur découverte en 1974 (H. Cheng et Leblond 1974), ont été
décrites comme des cellules continuellement cyclantes présentes a la base des cryptes.
Effectivement, ces CBC se caractérisent par la forte expression de LGRS étant un marqueur
de prolifération ainsi qu'un potentialisateur de la voie de signalisation Wnt. Ces cellules se
divisent une fois par jour et sont capables de division asymétrique : elles ont la capacité de
s’auto-renouveler et donc de régénérer le pool de CBC, mais également la possibilité

d’engendrer tous les types cellulaires intestinaux (Gehart et Clevers 2019).

Les cellules +4 tiennent également leur nom de leur localisation puisqu’elles se
trouvent en aval des CBC en remontant la crypte et en amont de la zone de cellules
progénitrices. Elles sont caractérisées par 1’expression intense de BMI1 et constituent, a ce
titre, un pool de cellules plutot quiescentes. Leur appartenance a la catégorie des cellules
souches a fait débat durant de nombreuses années suite a leur découverte en 1978 (Potten et
al. 1978) pour cause de ce caractere quiescent. Leur contribution a I’homéostasie intestinale
est a I’heure actuelle encore sujette a débat ; toutefois, leur role dans la réparation tissulaire
intestinale a la suite d’une 1ésion est quant a elle bien établie. Les cellules +4 sont maintenant
considérées comme des cellules souches « de réserve » possédant une forte résistance aux
rayonnements et permettant de reconstituer le pool de CBC si nécessaire (Gehart et Clevers

2019).
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1.1.3.2. Réservoir des cellules progénitrices

Les cellules souches intestinales vont pouvoir réaliser des divisions asymétriques et
ainsi se diviser en cellules progénitrices, occupant quant a elles le tiers médian des cryptes de
Lieberkiihn : la zone d’amplification cellulaire ou « transit amplifying zone » (Figure 2). Ces
progéniteurs (ou cellules TA) sont fortement proliférants et vont migrer vers la lumiere
intestinale tout en s’engageant progressivement vers un lignage cellulaire (Barker 2014). La
premiere étape de cette différenciation est la décision du type de lignage : de sécrétion ou
d’absorption. Cette étape est dépendante des signaux de la voie Notch : une activation de cette
voie mene au devenir de cellule d’absorption tandis que 1’inverse détermine la spécialisation
en cellule de sécrétion. De plus, le ratio de cellules appartenant a chaque lignage est finement
régulé et déterminé par des phénomenes d’inhibition latérale que 1’on retrouve dans les

interactions ligand / récepteur de la voie Notch (Gehart et Clevers 2019).

1.1.3.3. Réservoir des cellules différenciées

Une fois leur course terminée, les cellules précédemment progénitrices sont
maintenant totalement différenciées et retrouvées au sommet de la crypte au niveau de la
lumiere intestinale (Figure 2). Le réservoir de cellules coliques matures compte quatre
catégories de cellules dont un type d’absorption et trois types de sécrétion (Gehart et Clevers

2019; S. Kong, Zhang, et Zhang 2018) :

e Les entérocytes, cellules d’absorption, constituent le type cellulaire majeur de
I’épithélium intestinal (> 80%). Il s’agit de cellules cylindriques ayant pour roles
I’absorption de nombreux nutriments et la sécrétion d’immunoglobulines.

e Les cellules caliciformes ou « goblet cells » représentent environ 10% des cellules
épithéliales intestinales. Elles vont sécréter du mucus permettant la lubrification et
facilitant le passage du bol alimentaire tout en protégeant I’épithélium des enzymes
digestives.

e Les cellules entéroendocrines sont spécialisées dans le contrdle du métabolisme par la
sécrétion de diverses hormones dans la circulation sanguine.

e Les cellules tuft, les plus rares des cellules intestinales (< 0,4%), sont impliquées dans

la régulation immunitaire et notamment dans la protection contre les helminthes.

1.1.3.4. L’homéostasie intestinale : une affaire de plasticité
Le compartiment des CBC est capable de se régénérer lui-méme via 1 auto-

renouvellement. La capacité des cellules +4 a reformer le pool de CBC en cas de 1ésion a été
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évoquée précédemment mais il ne s’agit pas de la seule réserve. En effet, de nombreuses
études ont démontré qu’une grande variété de cellules était capable de remplir cette fonction,
méme déja engagées dans un processus de différenciation ou méme tout simplement déja
pleinement différenciées. En I’absence de CS, des progéniteurs de cellules de sécrétion ou
encore les cellules entéroendocrines et les cellules tuft, sont capables de migrer vers la niche,
de se dédifférencier et de fonctionner comme les CBC. Il en va de méme pour le lignage
d’absorption. Ces cellules ne semblent pas contribuer au renouvellement normal de
I’épithélium intestinal mais sont capables de repeupler la crypte en cas de 1ésion menant a la
perte du réservoir de cellules souches (Gehart et Clevers 2019; Guoli Zhu, Hu, et Xi 2021).
Ainsi, le compartiment cellulaire intestinal est hautement plastique afin de permettre le

maintien de I’homéostasie mais aussi I'intégrité de 1I’épithélium.

En raison de I'importance des CS, ’anatomie des cryptes de Lieberkiihn est finement
régulée et leur permet d’€tre pleinement protégées : c’est le role de la niche.
Incontestablement, le processus de digestion requiert un environnement particulierement
hostile (sécrétion d’enzymes, présence de bactéries ...) et potentiellement délétere pour ces
cellules. Les CBC se divisent tous les jours et doivent donc au mieux se protéger pour limiter
les risques de dommages a I’ADN. Les propriétés spatiales de la crypte permettent aux CS
intestinales de ne pas se retrouver en contact direct avec le processus digestif et les différents
types cellulaires présents au sein de la niche jouent un réle protecteur notamment par leurs
sécrétions. Cette niche n’est pas seulement constituée des cellules composant 1’épithélium
colique mais également de cellules stromales non-épithéliales telles que des myofibroblastes,
des cellules hématopoiétiques ou encore des neurones (Santos et al. 2018). L’ensemble de ces
cellules va délivrer des signaux paracrines aux CS dictant 1’équilibre entre I’auto-

renouvellement et la différenciation via quatre voies principales (Gehart et Clevers 2019) :

e La voie Wnt, actrice majeure dans le maintien du pool de CS ainsi que dans le
processus de différenciation de ces cellules. Les sécrétions paracrines créent un
gradient le long de la crypte avec un niveau élevé de Wnt au fond puis une perte
progressive jusqu’a la lumiere intestinale.

e La voie Notch bloque la différenciation des CS vers un type de cellules de sécrétion
permettant a la fois de maintenir les CS au fond de la crypte mais également de réguler
le ratio entre les lignées de sécrétion et d’absorption tel qu’évoqué précédemment.

e La voie des BMP (Bone Morphogenetic Protein) va contrecarrer les signaux

prolifératifs et de ce fait promouvoir la différenciation des cellules souches intestinales.
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Tout comme la voie Wnt, la voie des BMP présente un gradient le long de la crypte
avec cette fois-ci une forte intensité proche de la lumiere colique (Guoli Zhu, Hu, et Xi
2021).

e La voie de 'EGF (Epidermal Growth Factor) va permettre de contrdler le taux de

prolifération des CS mais ne semble pas nécessaire au maintien de leur identité (Gehart

et Clevers 2019).

Malgré cette fine régulation de ’homéostasie intestinale, de nombreux événements peuvent

gouverner la survenue d’un cancer.

.2. Le cancer colorectal

1.2.1. Epidémiologie et facteurs de risque du cancer colorectal

La terminologie de « cancer colorectal » (CCR) regroupe les cancers touchant le c6lon
et ceux touchant le rectum. Les données épidémiologiques font rarement la distinction entre
ces deux types de tumeurs c’est pourquoi seront présentées les informations concernant le
cancer colorectal de facon générale. Le CCR est I’un des cancers les plus fréquents dans le
monde, notamment dans le monde occidental ou son incidence ne cesse de progresser depuis
plus de 20 ans. Avec pres de 1 400 000 nouveaux cas par an il représente 15% de 1’ensemble

des cancers (https://www.arcagy .org/infocancer/).

En France, le CCR occupe la 3*m place des cancers les plus fréquents chez les
hommes, derriere les cancers de la prostate et du poumon ; et la 2°™ place chez les femmes
devant le cancer du poumon et derriere le cancer du sein (Figure 3) (Panorama des cancers
édition 2022, INCa). Il touche chaque année plus de 43 000 personnes et va entrainer la mort
de 17 000 individus annuellement, ce qui le classe 2™ cause de déces par cancer en France

(28me chez I’homme et 3™ chez la femme) (santepubliquefrance fr).
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Figure 3 : Données épidémiologiques sur le cancer colorectal en France

(Panorama des cancers en France édition 2022, INCa)

La survenue d’'un CCR est plutdt rare avant I’age de 50 ans, I’age médian du
diagnostic est d’environ 70 ans et depuis 2005, I’incidence de ce type de tumeur s’est
stabilisée en France. L’incidence et la mortalité semblent étre liées au genre. Une analyse des
données entre 1990 et 2018 démontre que, chez les hommes, I'incidence et la mortalité
semblent avoir diminuées ; alors que chez les femmes, 'incidence semble stagner et la
mortalit¢ diminuer graduellement (santepubliquefrance.fr). Une des raisons expliquant la
diminution de la mortalité est la mise en place de campagnes de dépistage des 1’age de 50 ans.
La coloscopie permet la détection de 1ésions précancéreuses mais également leur résection. La
détection de la présence de sang occulte dans les selles incite a recommander trés fortement
aux patients une coloscopie totale, permettant de détecter dans un nombre de cas non
négligeable des 1ésions précancéreuses voire des CCR a un stade précoce. Ce test de dépistage
n’est pas invasif et depuis mars 2022, il est gratuit pour toute personne entre 50 et 74 ans,
éligible et invitée au dépistage organisé afin de le rendre plus accessible. Malgré ces mesures,
la participation est tres insuffisante avec seulement % des personnes éligibles participantes
entre 2019 et 2020 alors que s’il est détecté tot, ce cancer peut €tre guéri dans 90% des cas et

il est établi que de nombreux cas pourraient €tre évités (Figure 4).
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Figure 4 : Liste des facteurs de risque modifiables ou non modifiables concernant le CCR
(D’apres Dekker et al., 2019)

Les habitudes de vie, consommation excessive d’alcool, facteur reconnu pour les CCR
du sujet jeune, de tabac, I’obésité, la sédentarité, 1’age, les facteurs environnementaux ou
encore la présence d’une maladie inflammatoire colique (MICI) sont des facteurs de risque
reconnus dans la survenue d’un CCR (Panorama des cancers édition 2022, INCa). Toutefois,
une faible proportion de CCR est directement liée aux antécédents familiaux et donc qualifiée
d’« héréditaire ». Pres de 20% des patients atteints de CCR sont diagnostiqués au stade
métastatique avec une prépondérance des atteintes hépatiques, péritonéales et pulmonaires
(Ciardiello et al. 2022; Hervieu et al. 2021; J. Zhou et al. 2017). La survie d'un patient atteint
de CCR métastatique est d’environ 24 mois (Bounaix Morand du Puch et al. 2016; Manhas et
al. 2016) et pres de 50% des patients diagnostiqués a un stade a priori curable, développeront
des métastases au cours de leur vie (Ciardiello er al. 2022; Hervieu et al. 2021; Manhas et al.
2016). Enfin, 80 a 90% des CCR métastatiques ne sont pas €ligibles a la résection chirurgicale
a cause de leur taille, leur localisation ou encore 1’étendue de la maladie (Hervieu et al. 2021).

L’ensemble de ces éléments fait de ce cancer un réel probléeme de santé publique.

1.2.2. Les différentes formes du cancer colorectal : sporadique ou héréditaire

Dans 70 a 80% des cas, la survenue d’un CCR est dite « sporadique », c’est-a-dire
qu’elle est la conséquence de facteurs environnementaux (Mori et Pasca 2021). Toutefois, des
antécédents familiaux de CCR peuvent étre impliqués dans 20% des cas, le risque variant en

fonction du nombre et du degré de parents affectés ainsi que de leur age au diagnostic (De

Palma et al. 2019; Dekker et al. 2019).

Enfin, 3 a 5% des CCR sont dits « héréditaires » puisqu’ils impliquent des mutations
génétiques héritées (Dekker et al. 2019; Kanth et Inadomi 2021). On distingue alors les

syndromes de non-polypose (HNPCC) des syndromes de polypose, tous deux hérités selon un
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mode autosomique-dominant. Le syndrome de Lynch représente 3% des CCR héréditaires et
correspond a syndrome de non-polypose, causé par une mutation germinale au niveau de
genes du systeme de réparation « mismatch repair » (MMR) de ’ADN. Ceci entraine une
instabilité microsatellitaire (MSI) et donc un phénotype hypermuté, également rencontré chez
15% des CCR sporadiques (Dekker et al. 2019; Mori et Pasca 2021). Les syndromes
polyposiques se caractérisent par la présence de multiples polypes et, selon le type de
syndrome, par la présence de lésions bénignes ou malignes extra-digestives. Le plus courant
représente moins d’1% des CCR et se nomme « polypose adénomateuse familiale » ou PAF.
La PAF est causée par des mutations germinales au niveau du géne APC (Adenomatous

Polyposis Coli), gene suppresseur de tumeurs (Mori et Pasca 2021).

1.2.3. Oncogenése colique

La majorité des CCR se développe a partir d’une 1ésion bénigne nommée polype. Une
crypte colique devenue aberrante va évoluer et former une excroissance, le polype. Ce dernier
progressera en cancer colorectal suite a ’accumulation de nombreuses mutations génétiques
et épigénétiques (Dekker et al. 2019). Ce processus multi-étapes peut prendre entre 10 et 15
ans et ’appellation « séquence adénome-carcinome » a été proposée en 1990 par Fearon et

Vogelstein et est présentée en Figure 5.

Tumour promotion Tumour progression

Normal ‘ Aberrant ; Early ; Late

intestinal [ crypt foci ! adenoma i adenoma Carcinoma Metastasis
epithelium ! ! ! !
* Inflammation +LOH 18q
Tumour- « Environmental : * SMAD4 mutation

* TP53 mutation
* BAX mutation

* CDC4 mutation
* TGFBR2 mutation

* KRAS mutation
* BRAF mutation

event * Spontaneous
mutation

initiating‘w mutagens

IEC

* APC mutation

* Increased
WNT-B-
catenin
signalling

Figure 5 : La séquence adénome-carcinome : évolution d’'un épithélium sain vers un carcinome

(D’apreés Schmitt et Greten, 2021)

Elle décrit I’apparition d’un adénocarcinome, tumeur maligne d’origine glandulaire,
naissant d’une tumeur bénigne au niveau de la crypte colique et allant progressivement
devenir maligne sous le jouc d’une accumulation de nombreuses mutations (De Palma et al.
2019; Fearon et Vogelstein 1990). Depuis, la compréhension des changements génétiques et
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épigénétiques en jeu dans I’initiation et la progression du CCR a bien évolué. Trois voies ont
été mises en évidence : la voie conventionnelle de 1’instabilité chromosomique (CIN), la voie
d’instabilité microsatellitaire (MSI) ainsi que la voie de la néoplasie dentelée également

baptisée « voie de méthylation des ilots CpG » (CIMP) (Nguyen, Goel, et Chung 2020).

1.2.3.1. La voie conventionnelle de I'instabilité chromosomique (CIN)

La voie conventionnelle de I’instabilité chromosomique est observée dans 65 a 85%
des CCR sporadiques et est fréquemment retrouvée en cas d’atteinte distale du c6lon (cdlon
gauche) (De Palma et al. 2019; Nguyen, Goel, et Chung 2020). Cette voie se caractérise par
une anomalie du caryotype incluant des altérations somatiques du nombre de copies de
chromosomes ou de leur structure (Harada et Morlote 2020; Nguyen, Goel, et Chung 2020).
Ces altérations sont causées par une aneuploidie, des délétions, des insertions, des
amplifications allant jusqu’a la perte d’hétérozygotie (LOH). Toutefois, les tumeurs se
développant selon cette voie ne sont pas qualifiées d’hypermutées puisque des mutations de
paires de bases au niveau de séquences codantes sont relativement rares. Les mécanismes
menant a la CIN sont souvent caractérisés par des défauts de ségrégation des chromosomes
tels que ceux contrdlant la séparation des chromatides sceurs ; une sénescence cellulaire non
contrdlée induite par le raccourcissement des télomeres et menant a une réorganisation du
génome ; un dysfonctionnement du mécanisme de réponse aux dommages de ’ADN ; ou

encore une LOH d’un gene suppresseur de tumeur (Nguyen, Goel, et Chung 2020).

1.2.3.2. La voie d’instabilité microsatellitaire (MSI)

Prés de 15% des CCR sporadiques sont caractérisés par une instabilité généralisée de
courtes séquences d’ADN répétées en tandem, les microsatellites, souvent de bon pronostic
car de phénotype hypermuté (De Palma et al. 2019; Harada et Morlote 2020; Nguyen, Goel,
et Chung 2020). Ce type de tumeur est quant a lui souvent retrouvé en partie proximale du
cOlon (codlon droit) et chez des patients de sexe féminin (Mori et Pasca 2021; Schmitt et
Greten 2021). La voie MSI peut étre la conséquence de mutations au niveau de genes MMR
tels que MLHI, MSH2, MSH6 ou PMS?2 ; ou de ’extinction du promoteur du géne MLHI par
hyperméthylation. Physiologiquement, en cas de défaut de réplication de I’ADN et qu’il en
découle un mésappariement de nucléotides, une enzyme du systtme MMR se charge de la
correction. En cas de défaut de fonctionnement du MMR, on observe une fréquence élevée
d’erreurs de réplication en raison du glissement de I’ADN polymérase, comme pour le

syndrome de Lynch présenté précédemment (Harada et Morlote 2020; Nguyen, Goel, et
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Chung 2020). Ces altérations peuvent étre héréditaires ou sporadiques dans respectivement
5% et 10% des cas de CCR (De Palma et al. 2019). En fonction du nombre de microsatellites
affecté, les tumeurs sont classées en MSIMeh, MSI®¥ ou en MSS en absence d’instabilité.
Toutefois, les statuts MSI°¥ et MSS présentant peu de différences dans leurs caractéristiques
clinicopathologiques ou dans la plupart de leurs caractéristiques moléculaires, ces statuts ont

été regroupés en MSS (De Palma et al. 2019).

1.2.3.3. La voie de la néoplasie dentelée ou voie de méthylation des ilots CpG (CIMP)
Enfin, la voie de méthylation des flots CpG se caractérise par une hyperméthylation
généralisée de nombreux promoteurs d’flots CpG ainsi que par 1’inactivation constitutive de
genes suppresseurs de tumeurs. Les cancers de ce type ont initialement été identifiés dans 30 a
35% des CCR mais ’analyse du niveau de méthylation de promoteurs spécifiques de la voie
CIMP a révélé qu’elle était a I’origine de seulement 15% des CCR (Harada et Morlote 2020).
Contrairement aux voies CIN et MSI, généralement exclusives, la voie CIMP est souvent liée
a la MSI. Comme évoqué précédemment, les tumeurs MSI sont presqu’exclusivement
associ€es a ’hyperméthylation du promoteur du gene MHLI du systtme MMR. L’altération
de cette voie est fréquente au niveau du colon proximal, chez les femmes et a un age avancé
(Harada et Morlote 2020). De plus, la CIMP est également nommée « voie de la néoplasie
dentelée » en raison de 1’aspect des polypes en dents de scie la caractérisant (De Palma et al.
2019; Schmitt et Greten 2021). Les tumeurs CIMP peuvent étre divisées en deux types : les
CIMPrieh associées aux mutations BRAF et a la méthylation de MLH ]I, tandis que les CIMP>

sont plutdt associées aux mutations KRAS (Schmitt et Greten 2021).

1.2.3.4. Les sous-types moléculaires de cancers colorectaux

La survenue d’un CCR n’est pas forcément li€e a une seule de ces voies et les tumeurs
peuvent étre caractérisées par des composantes de plusieurs d’entre elles, comme
préalablement évoqué concernant les voies CIMP et MSI. Ceci a mené a 1’établissement de
différents sous-types moléculaires (Figure 6) reprenant I’ensemble des caractéristiques des
voies d’oncogenese ainsi que le statut mutationnel de certains génes ou le niveau de
méthylation d’autres (Jass 2007). Cette représentation met en lumiere |'importante

hétérogénéité des tumeurs coliques.
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Figure 6 : Les cing sous-types de cancer colorectal, établis sur la base du phénotype, des statuts
mutationnels et de méthylation

(Adaptée de Jass, 2007)

En effet, en plus des trois voies majeures de 1’oncogenese, de trés nombreuses
mutations génétiques sont impliquées dans le développement d’un cancer colorectal. Ces
mutations vont impacter deux familles de geénes : les oncogenes et les genes suppresseurs de

tumeurs.

1.2.3.5. Les oncogénes et suppresseurs de tumeurs impliqués dans la transformation
colique

L’apparition et la progression d’un cancer colorectal peuvent étre favorisées par la

dérégulation d’oncogenes dont trois principaux :

e KRAS : Les mutations activatrices de cet oncogene sont retrouvées dans 40 a 45% des
CCR et semblent survenir précocement dans la progression tumorale (Figure 5). Ces
mutations sont davantage associées aux tumeurs du colon droit et ont tres
majoritairement lieu au niveau de sites préférentiels (85%) sur les codons 12, 13 ou 61,
entrainant la substitution d’un acide aminé (Arends 2013; Gongmin Zhu et al. 2021).
Cette substitution découle sur une altération de la fonction enzymatique de KRAS,
réduisant ou prévenant son clivage, ce qui conduit au verrouillage de cette protéine
dans son état actif. Ceci mene alors a une signalisation excessive de la voie RAS-RAF-
MEK-ERK, actrice majeure de la prolifération cellulaire ; mais également a 1’activation

de la voie PI3K par I'intermédiaire d’ APC, inhibant 1’apoptose (Arends 2013).
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BRAF : BRAF intervient également dans la voie RAS-RAF-MEK-ERK et influe donc
positivement sur la prolifération cellulaire en cas d’activation. Entre 8 et 12% des CCR
au stade métastatique présentent une mutation activatrice de BRAF, majoritairement la
V600E. Il s’agit d’une substitution d’une valine en glutamate semblant imiter la
phosphorylation régulatrice et donc multipliant par 10 son activité par rapport au
phénotype sauvage. Cette mutation est plus fréquente au niveau du colon proximal
chez les individus de sexe féminin et diagnostiqués a un stade avancé (Sanz-Garcia et
al.2017).

PI3KCA : Tout comme KRAS ou BRAF, une mutation activatrice du gene PI3KCA
mene a une signalisation exacerbée de la voie RAS-RAF-MEK-ERK. Ce type de
mutation intervient tardivement dans la progression tumorale et représente 10 a 20%
des CCR. PI3KCA va donc réguler positivement la prolifération et la survie cellulaire
mais également inhiber 1’apoptose par I’inactivation de protéines cibles. Ce type de
mutation a été associé a la survenue d’un CCR chez les femmes au niveau proximal

tout comme BRAF, mais également a un statut MSI et a des mutations concomitantes

de KRAS (Nguyen, Goel, et Chung 2020).

En plus de D’activation d’oncogenes allant favoriser la survie et la prolifération

cellulaire de facon anarchique, des genes suppresseurs de tumeurs peuvent également étre

démis de leur fonction. Comme leur nom 1’indique, ces genes agissent comme des freins sur

les voies de signalisation pro-survie. En cas de transformation, ils peuvent subir des mutations

entrainant leur inactivation. C’est le cas de plusieurs geénes suppresseurs de tumeur dans le

cadre du CCR :

APC : La mutation d’APC semble étre 1I’évenement génétique précurseur de la
cancérogenese colique (Figure 5), identifiée dans 80% des cas (Nguyen, Goel, et
Chung 2020; Testa, Pelosi, et Castelli 2018). Des mutations germinales d’APC sont la
cause de la PAF, forme héréditaire du CCR (Testa, Pelosi, et Castelli 2018). La perte
de son activité résulte en la translocation nucléaire de la B-caténine et donc de
I’activation de la voie Wnt. Les genes cibles de cette voie, associé€s a la tumorigenese,
seront donc activés, tels que MYC, la cycline D1 (CCNDI) et le VEGF (Nguyen, Goel,
et Chung 2020). Des études récentes menées sur des cellules humaines de colon ont
démontré que la perte d’APC induisait des défauts de différenciation intestinale tandis
que les défauts de prolifération et 1’accumulation nucléaire de la B-caténine

nécessitaient 1’activation concomitante de KRAS. D’autres études ont mis en évidence
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que la restauration de I’expression d’APC au niveau de cellules tumorales permettait
d’inverser le processus (Testa, Pelosi, et Castelli 2018).

e PTEN : La protéine PTEN est un antagoniste de la voie PI3K et donc a ce titre, un géne
suppresseur de tumeur. PTEN va déphosphoryler le PIP3, produit lipidique de la PI3K
et donc contrecarrer la cascade de signalisation en aval, contrdler la prolifération,
I’invasion et favoriser l'apoptose (Salvatore et al. 2019). La perte d’expression de
PTEN, via des mécanismes génétiques et épigénétiques, a lieu dans pres de 35% des
CCR. Quel que soit le mécanisme menant a son inactivation ou a sa perte, ceci entraine
I’activation persistante de la cascade PI3K et donc une prolifération cellulaire
exacerbée (Arends 2013; Salvatore et al. 2019). Les altérations de PTEN semblent étre
fréquemment corrélées a des tumeurs du cOlon proximal, une instabilité
microsatellitaire, des mutations BRAF ainsi qu’a la présence de métastases
ganglionnaires (Salvatore et al. 2019).

e TP53: Le gene TP53 code la protéine pS53, qualifiée de « gardienne du génome » en
raison de sa réponse au stress causée par les dommages a I’ADN. Elle va permettre
I’activation de p21, inhibiteur de CDK (Cyclin-Dependant Kinases), entrainant 1’arrét
du cycle cellulaire et donc 1’occasion de réparer I’ADN. Les mutations inactivatrices de
TP53 sont retrouvées dans plus de 60% des CCR et ont fréquemment lieu a un stade
avancé (Figure 5) (Arends 2013; Nguyen, Goel, et Chung 2020). Des modeles murins
d’épithéliums intestinaux présentant une délétion de 7P53 ont mis en évidence que,
seule, cette perte était insuffisante pour initier la carcinogenése colique mais qu’elle
déterminait la propagation tumorale notamment via la transition épithélio-
mésenchymateuse (TEM) (Testa, Pelosi, et Castelli 2018). De plus, une étude a révélé
une corrélation entre la survenue précoce d’un CCR (avant 50 ans) et une altération
germinale de 7P53 (Nguyen, Goel, et Chung 2020).

e SMAD4 : L’inactivation de ce gene a généralement lieu (60 a 70% des cas) par délétion
d’une grande partie du chromosome 18q ou il réside, tandis que sa mutation concerne
35% des CCR (Arends 2013; Nguyen, Goel, et Chung 2020). La protéine SMAD4 est
un médiateur central de la voie du TGF-B, signalisation régulant de nombreux
processus cellulaires comme la croissance, la différenciation ou la migration. Depuis
20 ans, de nombreuses études ont démontré que la perte de cette protéine ne
déclenchait pas a elle seule la formation d’une tumeur mais qu’elle pouvait favoriser la

progression initiée par d’autres genes telle que 1’inactivation d’APC (Fang et al. 2021).
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1.2.3.6. Les différents modéles de I'oncogenése et cellule d’origine de la tumeur
colique

Il existe une forte hétérogénéité inter-patients en raison des différentes voies possibles
pouvant mener a la transformation colique en plus des mutations génétiques et épigénétiques
impliquées. Une autre forme d’hétérogénéité s’ajoute a celle-ci: I’hétérogénéité intra-
tumorale, qualifiant les différents types cellulaires retrouvés au niveau de la masse tumorale et
leur implication dans l'initiation et la progression du cancer. Différents modeles ont été

proposés, traduisant la contribution de chaque type cellulaire.

1.2.3.6.1. Modéle hiérarchique

Le modele hiérarchique, également nommé « modele des cellules souches cancéreuses
(CSCs) », fait le postulat que seule une petite sous-population de cellules est capable d’initier
I’apparition d’une tumeur mais également d’assurer sa pérennité (Figure 7) (Nassar et
Blanpain 2016; Prasetyanti et Medema 2017). Ce modele soutient que les CSCs (présentées
en chapitre II), version tumorigéne des CS, sont responsables de I’initiation tumorale car,
dotées de la caractéristique d’auto-renouvellement, elles seraient les seules capables
d’accumuler suffisamment de mutations pour donner naissance a une tumeur. Contrairement a
elles, les cellules progénitrices ainsi que les cellules différenciées ne le pourraient pas car elles
seraient rapidement éliminées, faute d’auto-renouvellement. En plus d’initier une tumeur, les
CSCs seraient les seules en mesure de permettre sa progression via les divisions asymétriques,
donnant naissance a la fois a des CSCs et a des cellules plus différenciées. Selon cette
représentation, 1’atteinte des CSCs seules par des thérapies permettrait d’éradiquer la masse

tumorale et peut expliquer la résistance thérapeutique.
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Figure 7 : Modéles hiérarchique et stochastique de I'oncogenése colique

(D’apres Nassar et Blanpain, 2016)
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1.2.3.6.2. Modéle stochastique

Le modele stochastique ou modele « clonal » quant a lui, n’établit aucune distinction
entre les différents types cellulaires au sein de la tumeur (Figure 7). En effet selon cette
représentation, toutes les cellules présentent le méme potentiel tumorigénique et a ce titre,
sont toutes capables d’initier et de favoriser la croissance tumorale (Lathia et Liu 2017;
Nassar et Blanpain 2016). L’acquisition de mutations et les changements épigénétiques
accumulés au cours du temps entrainent alors une capacité croissante des clones a devenir
malins et I’hétérogénéité intra-tumorale est donc le résultat d’une sélection naturelle
(Prasetyanti et Medema 2017). Dans ce cas, il est nécessaire de tuer tous les types cellulaires

de la tumeur afin de réussir a 1’éliminer.

1.2.3.6.3. Modéle de plasticité

Pendant de nombreuses années, les deux modeles cohabitaient mais les évidences
s’accumulaient dans chaque camp. Ceci a donc mené a repenser les modeles et a les
considérer non-exclusifs (Cabrera, Hollingsworth, et Hurt 2015; Lathia et Liu 2017;
Prasetyanti et Medema 2017). Effectivement, la plasticité intestinale est indéniable et il est
difficilement concevable d’imaginer que cette plasticité serait perdue au cours de la
transformation cellulaire. Un modele de plasticité a donc été décrit et dans ce concept, le
modele des CSCs n’est pas nécessairement unidirectionnel puisque les non-CSCs peuvent se
dédifférencier et réacquérir des propriétés de CSCs en fonction de divers facteurs intrinseques

et extrinseques (Figure 8) (Prasetyanti et Medema 2017).
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Figure 8 : Le modéle de plasticité de I'oncogenése colique

(D’aprés Prasetyanti et Medema, 2017)

Cette caractéristique de plasticité fait partie de la derniere édition des « hallmarks of

cancer » de 2022, récapitulant I’ensemble des caractéristiques des cellules tumorales

Elodie Barthout | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2022 34
Licence CC BY-NC-ND 3.0



(Hanahan 2022). Depuis la premiere édition sortie en 2000, Hanahan et Weinberg s’efforcent
de réaliser un modele général permettant de regrouper I’ensemble des caractéristiques des
cellules tumorales, actuellement au nombre de quatorze (Figure 9). La 3™ et derniere édition
a ce jour, a permis d’ajouter 4 nouvelles particularités dont la capacité des cellules a
déverrouiller une plasticité phénotypique. En effet, Hanahan expose la capacité de cellules
totalement différenciées a inverser leur course pour revenir a des états cellulaires
indifférenciés, c’est la dédifférenciation. Au contraire, des cellules néoplasiques issues de
cellules progénitrices destinées a une voie menant a un stade final de différenciation peuvent
également court-circuiter le processus et maintenir les cellules cancéreuses en expansion dans
un état partiellement différencié de type progéniteur. Enfin, il peut également y avoir de la
transdifférenciation, a savoir que les cellules initialement engagées dans une certaine voie,
peuvent basculer vers un programme de développement totalement différent et ainsi acquérir
des caractéristiques spécifiques d’un tissu qui n’étaient pas prédestinées par leur cellule

d’origine (Hanahan 2022).
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mutation ’ K inflammation
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Figure 9 : Caractéristiques des cellules cancéreuses et zoom sur la plasticité cellulaire

(D’aprés Hanahan, 2022)

A cause du turn-over rapide de 1’épithélium colique, la cellule souche intestinale est le
candidat idéal en tant qu’origine de la tumorigenese du fait de sa durée de vie, laissant
possible I’accumulation de mutations menant a ’initiation tumorale. Toutefois, la principale
source de mutations au niveau de ’intestin provient d’erreurs de réplication de I’ADN et a
’exposition de substances cancérigénes. Etant donné la forte prolifération des cellules

progénitrices, ces cellules semblent plus susceptibles d’acquérir une mutation mais tant que la
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migration des cellules n’est pas perturbée, elles seront éliminées en 3 a 4 jours. La courte vie
de ces dernieres réduit donc le risque d’initiation de tumeurs. De nombreuses expériences de
délétions génétiques de genes importants dans 1’initiation tumorale ont ét€ conduites chez des
souris pour déterminer la cellule d’origine du CCR. Il se trouve que les CS étaient
majoritairement capables de former des tumeurs en cas de mutation d’APC, alors que les
cellules TA et les cellules différenciées nécessitaient en plus de ce type de mutation,
I’activation de voies inflammatoires ou des modifications du microenvironnement (Huels et
Sansom 2015). D’autres études de dissection d’adénomes spontanés humains ont démontré
que les cellules dysplasiques se trouvaient principalement au niveau de la lumiere colique,
soit tout en haut de la crypte, alors que les cellules souches demeuraient normales. Ceci a
conduit a un modele nommé « top-down » selon lequel I’initiation de la tumeur commencerait
au sommet de la crypte puis se propagerait vers le bas. Dans d’autres expériences, notamment
au niveau de tumeurs coliques héréditaires, les cellules dysplasiques occupaient des cryptes
uniques entieres. C’est le modele « bottom-up » prédisant que la cellule souche du fond de la
crypte va initier la tumeur et va donc par la suite peupler I’enticreté de la crypte (Huels et
Sansom 2015). Des études de méthylation de I’ADN ont identifi€é des signatures conservées
durant le processus tumoral. Certaines des mutations responsables de la tumorigenese étaient
davantage corrélées a une signature de méthylation portée par des cellules souches tandis que
d’autres étaient portées par des cellules plus différenciées (Bormann ez al. 2018). Quoi qu’il
en soit, au vu de la grande plasticité des cellules intestinales normales, il semble difficile
d’imaginer que seules les cellules souches soient capables d’initier une tumeur colorectale
méme si elles semblent en étre I’origine principale, des cellules différenciées sont également
capables d’initier des tumeurs (Dekker et al. 2019; Hanahan 2022). De plus, I’intestin
présente un microenvironnement particulier dont 1’importance dans la transformation de
I’épithélium colique n’est pas a minimiser, que ce soient les cellules du microenvironnement
ou méme les bactéries résidentes de I'intestin. En effet depuis de nombreuses années, un
grand nombre de publications mettent en exergue le role prépondérant des bactéries
intestinales dans D’initiation et la progression du CCR jusqu’a la formation de métastases
(Ciardiello et al. 2022; Coker et al. 2019; Jobin 2013; Nakatsu et al. 2015). Certains
chercheurs proposent méme de considérer les altérations du microbiote intestinal comme
biomarqueur pour la détection précoce de ce type de tumeur. D’autres études suggerent que la
modulation de cet écosysteme pourrait €tre une stratégie de prévention voire de prise en
charge thérapeutique (Y. Cheng, Ling, et Li 2020). L’implication des micro-organismes, et
pas seulement les bactéries, dans le développement d’un cancer, sa progression jusqu’a la
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réponse aux thérapies, est un des « hallmarks of cancer » nouvellement ajouté a 1’édition 2022

(Hanahan 2022).

Tous ces éléments soutiennent I’importance de 1’hétérogénéité intra-tumorale en plus
de I’hétérogénéité inter-patient, ce qui complique la prise en charge thérapeutique. C’est la
raison pour laquelle de nombreuses classifications ont ét€ mises en place afin de pouvoir
adapter cette prise en charge thérapeutique, allant parfois jusqu’a de la médecine

personnalisée.

I.2.4. Les nombreuses classifications du cancer colorectal

1.2.4.1. Classification histologique selon le grade tumoral

L’évaluation histologique de la tumeur permet de déterminer le niveau de
différenciation des cellules tumorales, directement corrélé a la présence de structures
glandulaires. L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a décrit 4 grades dans sa
classification de 2000 (Ueno et al. 2008; 2012) :

e Grade I: cellules tumorales bien différenciées formant au moins 95% de structures
glandulaires

e Grade II: cellules tumorales modérément différenciées formant entre 50 et 95% de
structures glandulaires

e Grade III : cellules tumorales peu différenciées formant entre 5 et 50% de structures
glandulaires

e Grade 1V : cellules tumorales indifférenciées formant moins de 5% de structures

glandulaires

Cependant, cette répartition repose sur une appréciation du pathologiste réalisant 1’analyse et
il s’est avéré que les biais inter-observateurs étaient conséquents puisque la distinction entre
des cellules bien différenciées et modestement différenciées est difficile. C’est pourquoi un
autre type de classification histologique a été mise en place et se base sur le nombre de
« poorly differentiated clusters » (PDC) c’est-a-dire la quantité d’amas de cellules peu
différenciées. Un PDC correspondant a au moins 5 cellules cancéreuses dépourvues de
structure glandulaire (Barresi et al. 2015; Ueno et al. 2012). Ce systéme consiste en une

classification en 3 grades avec :

e Grade I : moins de 5 PDC
e Grade Il : entre 5 et 9 PDC
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e Grade III : au moins 10 PDC

Cette classification, contrairement a celle de I’OMS, est bien plus reproductible et
présente une signification pronostique plus élevée. Selon cette classification, les tumeurs de
grade III, présentant de nombreux amas de cellules peu différenciées, présentent une survie a

S ans de 59,3% contre 84,6 et 95,9% pour les grades II et I respectivement (Ueno et al. 2012).

Néanmoins, cette classification ne prend en compte que le degré de différenciation des
cellules cancéreuses et non pas la localisation ou encore 1’étendue de la tumeur, éléments

pronostiques tres importants.

1.2.4.2. Classification selon le degré d’envahissement (pTNM)

Afin de mesurer 1’étendue de la tumeur ainsi que la potentielle atteinte d’organes
distants, il a été mis en place la classification pTNM signifiant « pathology Tumor Nodes
Metastasis ». Cette classification, la plus utilisée en clinique, fait 1’objet de révisions
régulieres, la derniere édition datant de 2017. Elle consiste en 1’évaluation du degré
d’envahissement de la paroi colique (T), la détermination de I’atteinte des ganglions
lymphatiques régionaux (N) ainsi que de la dissémination potentielle de la tumeur vers
d’autres organes (M). C’est une classification tres précise qui permet de définir cinq stades de
CCR, chaque stade présentant différentes sous-classes (Figures 10 et 11) (Brierley,
Gospodarowicz, et Wittekind 2017). Cette classification permet donc de mesurer la

progression tumorale et donc d’adapter la stratégie de prise en charge thérapeutique.
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Figure 10 : Les cinq stades de dévelopﬁé'méhtvdu cancer colorectal

(D’apres ccalliance.org)
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Figure 11 : Classification pTNM (8éme édition)

(D’apres Brierley et al., 2017)
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1.2.4.3. Classification moléculaire (CMS)

Les deux précédentes classifications renseignent sur I’envahissement tumoral ainsi que
sur 1’état de différenciation des cellules mais elles ne donnent aucune indication sur les
caractéristiques moléculaires de ces cellules. Dans la mesure ou les voies d’oncogenese mais
également les modifications génétiques et épigénétiques sont tres variées, il est nécessaire de
pouvoir caractériser les cellules tumorales au niveau moléculaire pour maximiser les chances
de guérison. C’est ce qui a €t€ mis en place en 2015 et nommée classification CMS pour
« Consensus Molecular Subtypes » (Guinney et al. 2015). Un groupe d’experts internationaux
s’est réuni dans le but de résoudre les incohérences de classifications du CCR basées sur
I’expression de genes et ainsi faciliter la prise en charge clinique. Ils ont décrit quatre sous-
types moléculaires récapitulant les statuts CIN, MSI et CIMP ; les principales mutations

génétiques ainsi que ’infiltration ou non de la masse tumorale par les cellules immunitaires

(Tableau 1).
CMS2 | CM CMS4
Canonical etaboli Mesenchymal

14% 37% 13% 23%
MSI, CIMP high, Mixed MSI status,
.g SCNA high SCNA high
hypermutation SCNA low, CIMP low
BRAF mutations KRAS mutations
) | infiltrati
Immune infiltration WNT and Metabolic Stoms |n.| tra_tlon,
R . . TGFB activation,
and activation MYC activation deregulation . .
angiogenesis
Worse survival Worse relapse-free
after relapse and overall survival

Tableau 1 : Classification CMS du cancer colorectal

SCNA: Somatic Copy Number Alterations
(D’aprés Guinney et al., 2015)

Ce consensus a permis de mettre en évidence des profils moléculaires bien distincts et
associ€s a un pronostic particulier. Le CMSI1 est qualifié de « MSI immunitaire » puisque ce
sous-groupe rassemble la majorité des tumeurs présentant des instabilit€s microsatellitaires,
entrainant un phénotype hypermuté et donc des tumeurs davantage immunogenes en raison de
la forte présence de néo-antigenes (Dienstmann et al. 2017). Le CMS2 est le sous-groupe le
plus représenté (37%) avec la qualification de « canonique » et présente avec le CMS4, la plus
forte instabilit¢ chromosomique (CIN); indiquée ici par le statut « SNCA » traitant du

nombre d’altérations de copies somatiques. Le CMS2, a I'inverse de tous les autres sous-

Elodie Barthout | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2022 40
Licence CC BY-NC-ND 3.0



groupes, possede davantage de gains de nombres de copies d’oncogenes ainsi que de pertes
dans des genes suppresseurs de tumeurs. Le sous-groupe « métabolique », correspondant au
CMS3, est caractérisé par un statut MSI mixte puisqu’il présente environ 30% de tumeurs
hypermutées et également une plus forte prévalence de CIMP* (Guinney et al. 2015). Enfin,
le CMS4 qualifié de « mésenchymal » et deuxieme sous-groupe le plus représenté (23%),
présente une forte infiltration de cellules stromales ainsi que [’activation de voies de
signalisation liées a la TEM et a I’état souche, ce qui lui confere le pronostic le plus sombre
(Guinney et al. 2015; Dienstmann et al. 2017). Cependant, I’ensemble des tumeurs ne peut
étre classé au sein de ces sous-groupes et pres de 13% des CCR correspondent a une

combinaison d’entre eux.

En plus des caractéristiques moléculaires des tumeurs, ce groupe d’experts a
également pu associer au statut CMS des données cliniques ainsi que de pronostic. Les
tumeurs CMS1 sont fréquemment diagnostiquées chez des femmes atteintes au niveau
proximal et présentant un haut grade. A 1’inverse, la majorité des CMS2 sont des tumeurs
distales et les CMS4 sont souvent diagnostiquées a un stade avancé (III ou IV) (Ciardiello e?
al. 2022; Guinney et al. 2015). Coté pronostic, les CMS4, comme évoqué précédemment,
présentent le pronostic le plus sombre que ce soit concernant la survie globale (OS : Overall
Survival) ou la survie sans rechute (DFS : Disease-Free Survival). En revanche, la survie
apres rechute se trouve étre la plus faible concernant le sous-groupe CMSI, ceci étant en
adéquation avec d’autres études démontrant le pronostic sombre en cas de récurrence de

tumeurs MSI et mutées pour le gene BRAF (Guinney et al. 2015).
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Figure 12 : Représentation schématique détaillée des sous-types moléculaires de cancer colorectal

(D’aprés Dienstmann et al., 2017)
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Tous ces éléments confirment la pertinence clinique de cette classification, décrivant
parfaitement I’hétérogénéité des CCR étant non seulement spatiale mais aussi temporelle,
pour améliorer la prise en charge thérapeutique des patients mais également pour le
développement de nouvelles thérapies (Dienstmann et al. 2017). En effet, le statut MSI
permet de prédire le bénéfice d’un traitement par le blocage de checkpoints immuns en cas de
CCR avancé, d’ou I’'importance de prendre en compte les caractéristiques moléculaires des

tumeurs (Guinney et al. 2015).

Au cours de I’énumération de ces classifications, il a été relevé que la localisation
tumorale, proximale ou distale, €tait parfois liée a diverses caractéristiques moléculaires et de

pronostic. Ces éléments sont résumés en Figure 13.
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Figure 13 : Différences observées entre les tumeurs colorectales proximales et distales

(D’aprés Dekker et al., 2019)

L’ensemble des classifications proposées jusqu’a maintenant ne s’intéressaient qu’aux
cellules tumorales ainsi qu’a leurs propriétés. En 2020, une nouvelle classification est née, ne
prenant pas en compte les caractéristiques des cellules tumorales mais 1’environnement

immunitaire dans lequel elles se développent.

1.2.4.4. Classification selon 'lImmunoscore et immunité antitumorale

De nombreuses études ont démontré que 1’évolution d’un cancer était fortement
dépendante du microenvironnement tumoral (MET). Ce MET comprend de nombreux types
cellulaires : fibroblastes, cellules endothéliales, vaisseaux sanguins et lymphatiques, mais
surtout les cellules immunitaires. Une infiltration de cellules immunitaires adaptatives a été
démontrée comme ayant une valeur pronostique supérieure a la classification pTNM, « gold
standard » des classifications du CCR. L’Immunoscore est basé sur la quantification des
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populations lymphocytaires de type CD8+ (cytotoxiques) a la fois au centre de la tumeur (CT)
mais également au niveau du bord invasif (IM : invasive margin). Cet Immunoscore fournit
un systeme de tri allant d’une faible densité immune ou « tumeur froide » (I0) a une forte

densité classée Immunoscore 4 (I4) ou « tumeur chaude » (Figure 14) (Angell et al. 2020).

Tumeur froide neur chaude

CcD3 CcD8 s cb3 CcD8

Immunoscore® personnalisé basé
sur un algorithme validé

IS0 IS1 IS 2 1S3 IS4
Immunoscore® Low Immunoscore® High
RISQUE ELEVE FAIBLE RISQUE

DE RECHUTE DE RECHUTE

Figure 14 : Classification du cancer colorectal selon I'lmmunoscore

(https://io.veracyte.com/immunoscore-in-localized-colon-cancer-for-hcp-fr/)

En termes de valeur pronostique, I’Immunoscore surpasse la classification pTNM de
référence, non seulement concernant la survie globale mais également la survie sans
récurrence (Angell et al. 2020). De plus, cette supériorit€é pronostique s’est avérée
statistiquement significative pour les CCR de stades I a III, avec une progression et une
invasion tumorales dépendantes des parametres immuns. Dans la mesure ou cette
classification se base sur I’infiltration des cellules T dans la tumeur, tout mécanisme affectant
directement ou indirectement ce processus affectera également la catégorie d’Immunoscore.
Cette infiltration est directement corrélée aux tumeurs riches en néo-antigenes ou de statut
MSI telles que les CMS1 ; mais également a la présence de mutations d’oncogenes pouvant
affecter le recrutement de cellules T effectrices. De plus, la présence d’un « bon » microbiote
intestinal a été démontré comme stimulant I’expression des chimiokines de recrutement des
lymphocytes T par les cellules tumorales (Angell ef al. 2020). La valeur de cette classification
immunitaire va au-dela de son utilité pronostique et constitue également un outil puissant de
prédiction de la réponse a de nouvelles approches thérapeutiques, soulignant son utilisation

potentielle comme biomarqueur prédictif (Angell et al. 2020).
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Toutefois, cette classification ne prend en compte qu’un sous-type de cellules
immunitaires : les LT cytotoxiques (LTc). Le systtme immunitaire comprend divers types
cellulaires allant coopérer pour défendre I’organisme de pathogenes ou d’un danger tel que la
mise en place d’une tumeur. Effectivement, les LT présentent un role prépondérant dans cette
lutte, a la fois en orchestrant la réponse immune mais également par la mise a mort directe des
cellules endommagées. Les LT de type « helper » (LTh) sont chargés de 1’organisation de la
lutte antitumorale tandis que I’étape d’élimination est conduite par les cellules cytotoxiques
comprenant les LTc mais également les cellules natural killer (NK). La seule différence
existant entre ces deux types cellulaires réside en leur mode d’activation. Les cellules NK
appartiennent a I’immunité «innée » et n’ont donc pas besoin d’étre éduquées pour étre
effectrices. A 1’inverse, les LTc appartiennent a I'immunité « adaptative » et ont donc besoin
de cellules présentatrices d’antigénes (CPA) pour les éduquer sur la cible a détruire.
Physiologiquement, ces cellules doivent étre activées par divers signaux pour pouvoir devenir
effectrices. Afin d’empécher 1’hdte d’étre attaqué par son propre systetme immunitaire, une
boucle de rétrocontrdle négatif peut €tre mise en place pour inhiber les cellules. Cette boucle
est activée par 1’engagement de checkpoints immuns. Il existe de nombreux checkpoints
immuns, le plus étudié étant le récepteur PD-1 et ses ligands, PD-L1 et PD-L2. La protéine
PD-1, également nommée CD279, est une protéine transmembranaire de type I appartenant a
la famille des molécules co-stimulatrices B7 / CD28 / CTLA-4 (Boussiotis 2016). Son
expression est induite lors de 1’activation des LT, elle est donc exprimée par les LT matures
activés. Physiologiquement, les LT vont exprimer a leur surface PD-1 qui pourra se fixer a
I’un de ses ligands, exprimés principalement par les CPA. En effet, cette reconnaissance
ligand-récepteur va permettre d’activer PD-1, ce dernier pourra alors inhiber les voies de
signalisation préalablement activées par le TCR (T-Cell Receptor) et donc entrainer la
tolérance des LT (Boussiotis 2016). Ce phénomene physiologique a été détourné par les
cellules tumorales, allant elles aussi exprimer les ligands de PD-1 dans le but d’inhiber les LT

et permettre leur survie (Figure 15) (Oliveira, Bretes, et Furtado 2019).
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Figure 15 : Mécanisme d'inhibition des lymphocytes T par les cellules tumorales via PD-1
(D’apres Oliveira, Bretes et Furtado 2019)

4

On parle alors de « résistance immune adaptative » puisque le mécanisme inhibiteur
est engagé dans les LT suite a la reconnaissance des antigenes tumoraux et a la mise en place
d’une réponse antitumorale ; leur suppression est donc spécifique (Boussiotis 2016).
L’immunothérapie, basée sur 1’utilisation d’anticorps allant empécher cette reconnaissance et
ainsi limiter I’inhibition des LT antitumoraux est une des options thérapeutiques possibles

dans la prise en charge du CCR.

1.2.5. Prise en charge thérapeutique du cancer colorectal

Comme la majorité des cancers, les options thérapeutiques concernant le CCR sont la
résection chirurgicale en premiere intention, puis le recours aux chimiothérapies voire aux
thérapies ciblées ou aux immunothérapies. Les éléments orientant ce choix dépendent de
nombreux facteurs diagnostiques tels que le stade tumoral et sa localisation, la présence de
métastases concomitantes, le statut mutationnel ou encore s’il y a infiltration immune ; mais
également des facteurs propres a chaque patient comme leur état de santé général, 1’existence
de comorbidités, 1’age et la possible survenue d’effets indésirables (Hervieu et al. 2021;

Ciardiello et al. 2022).

1.2.5.1. Résection chirurgicale

La résection chirurgicale est la pierre angulaire du traitement a visée curative
concernant les cancers colorectaux localisés bien siir mais également avancés (Dekker et al.
2019; Hervieu et al. 2021). Toutefois, elle doit étre complete, de type RO, c’est-a-dire sans
résidu tumoral, pour étre considérée curative en cas d’invasion régionale ou de la présence de
facteurs histologiques de mauvais pronostic. Cette option est malgré tout rarement envisagée
seule, avec la possibilit¢ d’avoir recours a une chimiothérapie dite « néo-adjuvante »,
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administrée avant 1’opération chirurgicale dans le but de réduire au maximum la masse
tumorale. L’autre possibilité étant la chimiothérapie adjuvante, administrée post-chirurgie

dans le but de limiter le risque de récidive tumorale (Hervieu et al. 2021).

1.2.5.2. Traitement chimiothérapeutique

La chimiothérapie est une thérapie dite « systémique » puisqu’elle agit par voie
générale et permet donc d’éliminer les cellules cancéreuses peu importe leur localisation. Elle
agit soit en détruisant directement ces cellules, soit en les empéchant de se multiplier.
Concernant la prise en charge thérapeutique du CCR, de nombreuses molécules sont

disponibles (Tableau 2).

Systemic Therapies Drug Names Functions Recommendations
5-Fluorouracil Antimetabolite
. Topoisomerase Localized and
Chemotherapy Irinotecan inhibitor advanced
Oxaliplatin Alkylating agent tumors

Tableau 2 : Les chimiothérapies utilisées dans le traitement du cancer colorectal

(D’apres Hervieu et al., 2021)

La premiere molécule utilisée a été le 5-FluoroUracile ou « 5-FU » a partir des années
1960. Il s’agit d’un analogue de I'uracile qui va tuer les cellules en interférant avec le
métabolisme des nucléosides. Pendant de trées nombreuses années le 5-FU a été le « gold
standard » des chimiothérapies concernant le CCR et était alors utilisé en monothérapie. Son
utilisation en tant que chimiothérapie adjuvante a permis d’améliorer la survie de patients
atteints d’un stade III ainsi qu’un sous-ensemble de stades II a haut risque (statut TNM T4)
(Dekker et al. 2019). Cependant, 1'addition d'autres chimiothérapies ayant permis d’améliorer
I’efficacité du 5-FU, des combinaisons ont été créées notamment avec 1’oxaliplatine (OXA)
formant le FOLFOX, et I’irinotécan (IRI) formant le FOLFIRI ; ou encore les trois molécules

formant la combinaison FOLFIRINOX (Dekker et al. 2019).

La difficulté des chimiothérapies réside en leur mécanisme d’action étant non-
spécifique et ciblant ainsi principalement les cellules en prolifération, touchant a la fois les
cellules tumorales mais également des cellules saines. Par ailleurs, malgré I’évolution positive
que ce type de thérapies a apporté sur la survie des patients, des rechutes ainsi que des
résistances surviennent. Pour pallier ces éléments, des thérapies allant agir spécifiquement sur

les cellules tumorales ou sur leurs caractéristiques ont été développées.
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1.2.5.3. Thérapies ciblées et immunothérapie

Les thérapies ciblées, comme leur nom 1’indique, sont une famille de molécules visant
a perturber spécifiquement les voies de signalisation essentielles a la croissance cellulaire, a la
survie ainsi qu’a la formation de métastases ; mais aussi a réduire la toxicité associée aux
thérapies non spécifiques (chimiothérapies). Leur développement a permis une amélioration
significative de la survie globale de patients atteints d’un CCR avancé. Puisqu’il ne s’agit pas
d’une option thérapeutique de premiere intention, les thérapies ciblées sont principalement
administrées a des cas de CCR métastatique ou en recours suite a une récidive ou a une
résistance aux chimiothérapies (innée ou acquise) (Frank et al. 2021). La premiere classe de
thérapies ciblées correspond aux anticorps monoclonaux, pouvant cibler le récepteur a I’EGF
(EGFR : Epidermal Growth Factor Receptor) impliqué dans la croissance cellulaire ; ou la
voie du VEGF (Vascular Epidermal Growth Factor) impliquée dans 1’angiogenéese. Il en
existe plusieurs types dont le choix s’établit sur la base du statut mutationnel des genes KRAS
et BRAF (Tableau 3). Les inhibiteurs de ’EGFR sont les molécules les plus communément
utilisées dans la prise en charge de CCR avancés et de nombreux essais cliniques ont
démontré que I’introduction des anticorps monoclonaux anti-EGFR ou anti-VEGF
(cetuximab, panitumumab ou ramucirumab), additionnés au 5-FU, permettait d’augmenter

considérablement la survie de ces patients (Frank et al. 2021; Ciardiello et al. 2022).

Systemic Therapies Drug Names Functions Recommendations
Bevacizumab mADb anti-VEGF-A
Multikinase inhibitor
Regorafenib targeting

e.g., VEGFR and BRAF KRAS/NRAS/BRAF
Mutated tumors

Recombinant fusion

Targeted therapy Aflibercept protein
blocking VEGF-A/B
Ramucirumab mAD anti-VEGFR-2
Cetuximab mAb anti-EGFR KRAS/NRAS/BRAF
Panitumumab Wild-type tumors

Tableau 3 : Les thérapies ciblées approuvées pour le traitement du cancer colorectal

(D’apres Hervieu et al., 2021)

Une seconde classe de thérapies ciblées repose sur de petites molécules inhibitrices de
BRAF et/ou du VEGF (regorafenib, aflibercept), utilisables seulement en cas de mutation des
genes KRAS ou BRAF. Le regorafenib est principalement adopté pour les patients
métastatiques réfractaires n’ayant pas répondu aux thérapies systémiques de premiere ligne

(Dekker et al. 2019).
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Enfin, une derniere classe d’agents thérapeutiques existe : I'immunothérapie. Elle
repose sur I’utilisation de molécules allant booster le systétme immunitaire du patient via la
levée de I’inhibition des cellules immunes (Tableau 4). En effet, les cellules tumorales vont
pouvoir inhiber le systtme immunitaire de 1’hote pour empécher leur élimination et cette
inhibition passe principalement par 1’expression de molécules « checkpoints » que sont PD-1
et/ou CTLA-4. Malheureusement, cette approche n’est possible que pour une faible
proportion de tumeurs métastatiques (5%) présentant un phénotype hypermuté, soit par MSI,
soit par déficience du systtme MMR favorisant I’accumulation de néo-antigénes (Breakstone

2021; Ciardiello et al. 2022; Dekker et al. 2019; Hervieu et al. 2021).

Systemic Therapies Drug Names Functions Recommendations
Pembrolizumab
- mAD anti-PD-1
Immunotherapy Nivolumab MSI-high tumors
Ipilimumab mADb anti-CTLA4

Tableau 4 : L'immunothérapie, option thérapeutique supplémentaire du cancer colorectal

(D’apres Hervieu et al., 2021)

Ces anticorps monoclonaux anti-PD-1 et anti-CTLA-4 peuvent étre utilisés seuls mais
également en combinaison. En comparaison au nivolumab administré seul, la thérapie
conjointe avec I'ipilimumab semble plus efficace en termes d’augmentation de la réponse

thérapeutique, du contrdle de la maladie et de la survie (Ciardiello et al. 2022).

Les stratégies thérapeutiques du cancer colorectal dépendent de plusieurs facteurs : la
localisation, le stade au diagnostic, le statut mutationnel de nombreux genes ou encore
I’infiltration par les cellules immunitaires. Il faut également prendre en compte la résistance
aux thérapies, innée ou acquise durant la course thérapeutique, ainsi que le fait que de
nombreuses lignes de traitement sont souvent engagées. La prise en charge thérapeutique des
patients peut alors étre divisée en fonction des stades comme résumé dans la Figure 16

(Benson et al. 2018):

e Les stades O a II seront principalement traités par résection chirurgicale, sauf pour le
stade II en cas de risque élevé de rechute (tumeur type T4) qui nécessitera une
chimiothérapie adjuvante.

e Le stade III est pris en charge par résection de la tumeur primaire ainsi que des

ganglions régionaux atteints avec un traitement chimiothérapeutique concomitant.
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e Le stade IV métastatique subira, lorsque cela est possible, une résection de la tumeur
primaire ainsi que des foyers métastatiques ; mais recevra le plus souvent des
chimiothérapies en combinaison ainsi que des thérapies ciblées, voire de

I’immunothérapie.

Gtade T Glade TT Glade TTT Glade TV

Résection chirurgicale Résection chirurgicale Chimiothérapies + Thérapies
+ Chimiothérapies ciblées / Immunothérapies

Figure 16 : Stratégies thérapeutiques du cancer colorectal
Malgré I’ensemble des options thérapeutiques disponibles pour la prise en charge du
cancer colorectal et I’amélioration considérable de la survie qu’elles ont engendré, de
nombreuses récidives persistent mais également des résistances thérapeutiques. Ces deux
évenements sont principalement imputables a la présence d’une sous-population particuliere
au sein de la masse tumorale et invoquées précédemment : les cellules souches cancéreuses

(CSCs).
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Chapitre II. Les cellules souches cancéreuses colorectales

Il.1. Origine des cellules souches cancéreuses

L’existence des cellules souches cancéreuses (CSCs), pendant tumorigene des cellules
souches normales, a ét€¢ découverte dans la leucémie aigu€ myéloide (LAM) en 1997. Bonnet
et Dick ont mis en évidence qu’un type particulier de cellules était capable d’initier la LAM
dans un modele murin immunocompromis. Ces cellules ont alors recu le qualificatif de
« cellules initiatrices de tumeurs » puis une analyse de ces entités a démontré qu’elles
partageaient les mémes marqueurs ainsi que les mémes caractéristiques que les cellules
souches normales (Bonnet et Dick 1997). 1l a fallu attendre 2003 pour que ce concept émerge
également dans les tumeurs solides, en commencant par le sein suivi des autres types de

cancers dont le cancer colorectal (Hirata et al. 2019).

Il.2. Caractéristiques des cellules souches cancéreuses colorectales

Ce qui rend les CSCs uniques en comparaison aux CS, c’est qu’elles ont perdu le
contrdle des capacités de réplication et de différenciation, menant a la tumorigenese. Puisque
les CSCs sont des CS ayant acquis des propriétés cancéreuses, elles partagent les mémes

caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles.

Au niveau phénotypique, les CSCs expriment les mémes marqueurs que les CS
intestinales classiques, et cette liste n’a cessé de se rallonger avec les années. Le premier
marqueur utilisé pour isoler les CSCs de CCR a été le CD133 par la démonstration de la
capacité de ces cellules a induire des tumeurs semblables a celles d’origine dans un modele
murin (Hirata et al. 2019; Zeuner et al. 2014). Toutefois, il a été démontré plus tard que des
cellules CD133- pouvaient également reformer des tumeurs et que de surcroit, ces tumeurs
progressaient bien plus vite que celles établies par des CD133+. Il s’est avéré que les cellules
CD133- exprimaient un autre marqueur de cellules souches, le CD44, et que seules les CD44+
étaient capables d’initier la formation de tumeurs, peu importe le statut de CD133 (Hirata et
al. 2019). A la suite de cela, de nombreux marqueurs ont été identifiés et étudiés, dont LGRS
et BMI1, marqueurs incontestables des CS intestinales. La liste actuelle de tous les marqueurs
utilisés pour identifier les CSCs de CCR, leur fonction ainsi que leurs roles dans la

progression tumorale est retrouvée en Tableau 5.
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CCSC Markers

Functions

Roles in Prognosis of CRC

Bmi-1

Polycomb-repressor protein
Involved in self-renewal

High expression of Bmi-1 is associated with
poor survival

CD24
(Heat stable antigen 24)

Cell adhesion molecule
Alternative ligand of P-selectin

Strong cytoplasmic expression of CD24 is
correlated with shortened patient survival

CD26

Cell adhesion glycoprotein
Promote invasion and metastases

Elevated-CD26 expression is associated
with advanced
tumor staging and worse overall survival

CD29
(Integrin-B1)

Transmembrane proteinInvolved
in cell adhesion

Overexpression of CD29 is correlated with
poor prognosis and aggressive
clinicopathological features

Transmembrane glycoprotein

CD44 overexpression is associated with
lymph node

Chu4 lzzghuel :;::zg::ﬁri‘::l::’ metastasis, distant metastases and
& poor prognosis
Bind hepatocyte growth factor High level of CD44v6 has an
CD44v6 Promote migration and unfavorable impact
metastases on overall survival
CD133 Cell surface glycoprotein CD133 expression is correlated with

(Prominin-1)

Regulate self-renewal and tumor
angiogenesis

low survival
in CRC patients

CD166
(Activated leukocyte
adhesion molecule)

Cell adhesion molecule
Mediate homophilic interactions

Overexpression of CD166 is correlated
with shortened
patient survival

EpCAM
(Epithelial cell
adhesion molecule)

Transmembrane glycoprotein
Regulate cell adhesion,
proliferation and migration

Loss of EpCAM expression is associated with
tumor stage, lymph node and distant
metastases and poor prognosis

Lgr5
(Leucine-rich repeat-
containing G-protein
coupled receptor 5)

Seven-transmembrane protein
Target of Wnt pathway involved
in self-renewal

Lgr5 expression is associated with lymph node and
distant metastases, and overexpression
with reduced
overall survival

Tableau 5 : Marqueurs d'identification des CSCs et leurs réles dans la progression du CCR

(D’aprés Hervieu et al., 2021 ; CCSC : Colorectal Cancer Stem Cells)

En ce qui concerne les propriétés fonctionnelles des CSCs qu’elles partagent avec les
CS, elles sont capables d’auto-renouvellement mais également de donner naissance a des
cellules différenciées par division asymétrique. D’autre part, leur transformation leur permet
également de proliférer de facon incontrélée mais aussi d’initier la croissance tumorale. Une
fois la tumeur installée, les CSCs vont permettre sa progression et présentent un role
prépondérant tant dans la survenue de récidives via leur résistance aux thérapies, que dans la
formation de métastases. Ces cellules représentent donc un élément majeur de la
carcinogenese colique et semblent étre une cible privilégiée pour la mise au point de thérapies

(Munro et al. 2018; Hirata et al. 2019).

Les CSCs sont une facette additionnelle de 1’hétérogénéité des CCR, ajoutée a celle
existant entre différents patients de méme stade, ainsi qu’a celle régnant entre les différentes
cellules tumorales, elles favorisent une hétérogénéité intra-clonale au sein du pool de CSCs

(Figure 17).
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Figure 17 : Cellules souches cancéreuses et niveaux d’hétérogénéité du cancer colorectal

(D’aprés Zeuner et al., 2014)

I.3. Stratégies de caractérisation des cellules souches cancéreuses
Les stratégies de caractérisation des CSCs reposent sur leurs caractéristiques
biologiques présentées précédemment (phénotypiques et fonctionnelles), mais aussi sur leurs

caractéristiques biophysiques faisant 1’objet d’une partie de mes travaux.

I1.3.1. Stratégies phénotypiques

L’expression de marqueurs dits «souche » a représenté le premier moyen de
caractérisation des CSCs. Cependant, dans la mesure ou I’ensemble des marqueurs évoqués
en Tableau 5 sont également arborés par les CS normales, seul le niveau d’expression
importe. C’est la raison pour laquelle la stratégie phénotypique va couramment reposer sur la
comparaison d’expression des marqueurs entre les CSCs et les cellules différenciées. Cette
mesure va reposer sur une quantification des transcrits et/ou des protéines. De plus, la
surexpression d’un seul marqueur ne suffit pas, il est nécessaire d’en détenir plusieurs pour
qualifier une cellule de CSC (Hervieu et al. 2021). Quant a LGRS et BMII, leur expression
n’est pas mutuellement exclusive et comme pour les CS, LGRS est principalement surexprimé
par des CSCs proliférantes tandis que la surexpression de BMI1 est davantage associée a un

profil quiescent.
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I1.3.2. Stratégies fonctionnelles

L’identification de marqueurs distinctifs ne suffit pas a caractériser les CSCs et ce qui
va permettre d’affirmer le statut souche d’une cellule tumorale seront ses capacités
fonctionnelles. De nombreuses techniques existent pour I’exploration de ces capacités comme

résumé en Figure 18.
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Figure 18 : Techniques d'exploration des propriétés fonctionnelles des CSCs
(D’apres Hervieu et al., 2021)

La premiere technique consiste en 1’évaluation de la capacité de détoxification par
mesure de I’activité ALDH (aldéhyde déshydrogénase) ou via le test d’exclusion au Hoechst
permettant d’isoler la « side population » (SP). Le test de 1’activité de ’enzyme ALDH repose
sur 'utilisation d’un substrat fluorescent non toxique allant diffuser librement dans les
cellules vivantes intactes. En présence de I’enzyme, le substrat sera converti en un produit
fluorescent retenu en intracellulaire et la mesure de cette fluorescence sera réalisée par
cytométrie en flux (CMF). Les cellules a forte activit¢ ALDH correspondent aux CSCs car

cela leur permet de résister aux molécules chimiothérapeutiques et de prévenir leur mort par
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apoptose. L avantage de ce test est sa stabilité en comparaison aux marqueurs de surface étant

fluctuants.

Le test SP repose sur les capacités d’efflux des cellules. De méme, un colorant
fluorescent, le Hoechst33342, est utilisé pour pénétrer les cellules et se lier aux acides
nucléiques. Lorsqu’il sera excité dans le spectre ultra-violet (UV), ce colorant va émettre une
fluorescence détectable par CMF. En raison du nombre important de pompes a efflux leur
permettant de se protéger des substances cytotoxiques, les CSCs sont capables d’éliminer

activement ce marquage et présentent donc un faible niveau de fluorescence.

Les CSCs peuvent réaliser des divisions asymétriques donnant naissance a des clones
identiques mais aussi a des cellules différenciées. Cette capacité est mesurée par des tests de
formation de spheres ou les cellules sont cultivées en faible nombre dans un milieu de culture
particulier, dit « défini », créant un stress favorisant la survie des CSCs. Ces cellules vont
alors développer des spheres contenant des cellules différenciées ainsi que des CSCs et

plusieurs tests subséquents sont généralement possibles apres dissociation des spheres.

Toutes les techniques venant d’€tre présentées sont principalement réalisées in vitro et
seule la caractéristique opposée des CSCs par rapport aux CS est réalisée in vivo. Il s’agit de
la mesure du potentiel tumorigene de ces cellules via la formation de tumeurs, réalisée
principalement en modele murin, gold standard des méthodes d’analyse des propriétés des
CSCs. Quelques centaines de cellules sont greffées a des souris immunodéprimées pour la
mise en évidence de la capacité d’initiation tumorale. Toutefois, la réussite de cette technique
dépend de nombreux facteurs : le nombre de cellules injecté, le site d’implantation ainsi que
de la période d’incubation. De plus, 1'utilisation de souris nécessite une réflexion éthique et

des équipements particuliers, rendant difficile sa mise en ceuvre (Hervieu et al. 2021).

11.3.3. Stratégie biophysique

Que ce soient les techniques de caractérisation fonctionnelles ou phénotypiques, elles
nécessitent des équipements spécifiques et surtout, requierent un temps conséquent pour étre
réalisées. De plus, elles doivent étre multiples pour pouvoir qualifier une cellule tumorale de
CSC. Pour pallier ces difficultés, une alternative biophysique a été mise au point griace au
travail collaboratif de notre équipe avec le laboratoire CNRS UMR 7252. Cette méthode
repose sur la mesure des caractéristiques biophysiques des cellules par 1’application d’un
champ électromagnétique a ultra-haute fréquence (UHF). L’application de ce champ va
permettre de scanner I’ensemble des constituants intracellulaires de la cellule et de déterminer
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sa fréquence de transition que 1’on a nommé sa « signature électromagnétique ». Cette
technique repose sur le phénomene physique de diélectrophorese (DEP) permettant de
mouvoir une particule polarisable, telle que les cellules biologiques, dans un champ électrique
non-uniforme (Lambert et al. 2021). Les cellules sont mises en suspension dans un milieu
particulier nommé « milieu DEP » spécifique a cette technique car il s’agit d’'un milieu
dépourvu d’ions et de ce fait, n’interférant pas avec la mesure. La suspension cellulaire est
ensuite injectée dans un canal microfluidique la conduisant au laboratoire sur puce renfermant
plusieurs capteurs quadripolaires. Suite a I’arrét du flux microfluidique, une cellule unique
sera immobilisée au niveau d’un capteur puis la mesure sera effectuée (Figure 19). Deux
options sont possibles concernant 1’intensité de la fréquence appliquée a la cellule : la DEP
conventionnelle utilise des fréquences de 1’ordre du kHz permettant d’interroger la membrane
plasmique et la fréquence de transition obtenue est nommée fx01. Il est également possible
d’utiliser des fréquences UHF de 1’ordre du MHz allant permettre de scanner le contenu
intracellulaire et d’obtenir une fréquence de transition de type fx02, correspondant a notre
signature électromagnétique. La fréquence de transition traduit un changement d’état de la

cellule passant de répulsée puis attirée par 1’électrode.
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Figure 19 : Principe de mesure de la signature électromagnétique d'une cellule

(D’apres Lambert et al., 2021)
(a) Principe de la diélectrophorese et fréquences de transition fx01 et fx02
(b) Représentation schématique du laboratoire sur puce et zoom sur un capteur quadripolaire.
(c) Principe de la mesure de la signature électromagnétique d’'une cellule, ici de 169MHz.
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Cette technique a précédemment été testée sur des modeles de tumeurs cérébrales et a
démontré sa pertinence quant a la discrimination des CSCs par rapport aux cellules
différenciées. Les CSCs ayant exhibé des signatures électromagnétiques bien en-dega de
celles des cellules différenciées dans ces modeles (Manczak et al. 2019; Casciati et al. 2020;

Lambert et al. 2021).

Afin de vérifier qu’il n’existait pas de biais inter-manipulateur, ma binOme
physicienne Elisa Lambert et moi-méme avons débuté nos travaux de thése sur un modele de
glioblastome, ayant fait 1’objet de la publication Lambert et al. signée en co-premier auteur
dans le journal Biosensors en 2021, retrouvée en Annexe 1. Ensuite, nous sommes passées au

modele de CCR dont les résultats seront exposés dans le Chapitre V.

L’identification et la caractérisation des CSCs sont primordiales pour pouvoir
développer de nouvelles stratégies thérapeutiques afin de les éliminer puisque leur présence

au sein de la masse tumorale va dicter le parcours clinique des patients.

I1.4. Impact des cellules souches cancéreuses sur le processus clinique

Ces cellules, du fait de leurs caractéristiques et leur plasticité, sont une véritable
entrave a la prise en charge thérapeutique. Elles présentent un role prépondérant sur le
pronostic des patients atteints de CCR mais sont également impliquées dans les résistances

aux thérapies, la survenue de récidives et I’initiation de foyers tumoraux secondaires (Hervieu

et al.2021).

1.4.1. Pertinence pour le pronostic et la prise en charge des tumeurs

La détection des CSCs dans la masse tumorale semble essentielle pour une meilleure
prise en charge thérapeutique afin de limiter les risques de complications. De nombreux
marqueurs de CSCs ont été déclarés comme jouant un rdle primordial dans le pronostic des
patients, role largement délétere (Tableau 5). Le marqueur de CS normales LGRS,
fréquemment utilisé pour identifier et discriminer les CSCs de CCR, a été démontré dans de
multiples études comme significativement corrélé a un pronostic sombre. En effet, il a été
attesté que les patients présentant une surexpression de LGRS présentaient une survie limitée,
étaient principalement atteints d’un stade avancé, plus enclins a ’apparition de métastases
mais également a une résistance au 5-FU ou a la survenue de récidives. Il est donc proposé

comme marqueur pronostic du CCR (Wahab et al. 2017).
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I.4.2. Implications dans la résistance aux thérapies, la survenue de rechutes et la
formation de métastases

L’efficacité¢ des thérapies conventionnelles est limitée par des phénomenes de
résistances au sein de la tumeur. Cette résistance peut tre intrinseéque et donc préexister avant
le traitement, mais elle peut également étre acquise. En raison de I’hétérogénéité intra-
tumorale, la thérapie peut mener a la sélection d’une sous-population résistante, généralement
les CSCs (Hervieu et al. 2021). De nombreux mécanismes sont engagés dans la résistance

thérapeutique et sont exposés en Figure 20.
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Figure 20 : Mécanismes de résistance thérapeutique attribués aux CSCs

(D’apres Hervieu et al., 2021)

Le premier élément expliquant la résistance des CSCs aux thérapies conventionnelles,
telles que les chimiothérapies, est leur taux de division plus lent que les cellules différenciées
(Y. Zhou et al. 2018; Zalewski, Snook, et Waldman 2021). De plus, I’activité d’une thérapie
peut étre limitée soit par un mauvais afflux soit au contraire par un efflux excessif. La
deuxieme option est celle mise en place par les CSCs arborant de nombreuses pompes a efflux
facilitant le relargage de la substance anticancéreuse dans le milieu extracellulaire. En réponse
a un stress, les CSCs peuvent également modifier leur métabolisme et ainsi inactiver la
thérapie grice a la surexpression de certaines enzymes. D’autre part, le processus de
transformation lui-méme peut mener a la résistance thérapeutique. En effet, il est établi que
lorsque KRAS est muté, les tumeurs présentent une résistance intrinseque aux anti-EGFR et
les tumeurs mutées TP53 présentent une forte résistance a I’apoptose. Un énieme mécanisme

de résistance releéve de la puissante capacité des CSCs a réparer les dommages a I’ADN. Il ne
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faut pas non plus oublier que les cellules tumorales sont en étroite communication avec le
MET et nombreuses et vari€es sont les cellules favorisant la survie des CSCs via leurs

sécrétions (Y. Zhou et al. 2018; Hervieu et al. 2021).

Cette aptitude a contrecarrer 1’action des thérapies permet aux CSCs de persister
lorsque les cellules différenciées seront éliminées et ceci donne naissance a la maladie
résiduelle minimale. Les rechutes seront engendrées par ce phénomene car les CSCs ayant
survécu aux thérapies vont devenir plus agressives et bien plus nombreuses lors de la

réapparition de la tumeur (Zeuner et al. 2014; Y. Zhou et al. 2018).

L’acquisition de propriétés plus agressives peut également mener a I’avenement de
tumeurs secondaires. En effet, les CSCs sont considérées comme les « graines » de 1’invasion
et de la formation de métastases pour de nombreuses raisons : leur potentiel de division est
infini, leur plasticité leur octroie une adaptation aisée a un nouvel environnement et
I’hétérogénéité engendrée par les divisions asymétriques permet la sélection de cet
environnement. Toutefois, les CSCs présentes dans la tumeur primaire ne présentent pas
toutes un potentiel métastatique et les foyers secondaires sont générés par une sous-population
spécifique de CSCs nommée les « CSCs migrantes » et font suite a la TEM (Y. Zhou et al.
2018). La TEM est un processus complexe nécessitant la perte des jonctions entre les cellules,
la réorganisation du cytosquelette ainsi que le renforcement des capacités de motilité et
d’invasion (D. Kong et al. 2011). Ces cellules perdent alors leur morphologie épithéliale et
acquicrent des caractéristiques mésenchymales permettant la dégradation de la matrice
extracellulaire et de ce fait, I'invasion. Ces CSCs migrantes entrainent ainsi une croissance
invasive rapide, une dissémination et réalisent des divisons asymétriques pour amorcer
localement une nouvelle prolifération et différenciation puis une transition mésenchymato-
épithéliale afin de coloniser le site secondaire. Le choix du site métastatique est médié par des
signaux provenant du MET mais également par les caractéristiques mémes des cellules
migrantes créant un tropisme (Y. Zhou et al. 2018). Par exemple, il semblerait que les
tumeurs présentant une forte expression de CD133 et de CD44 présentent un risque plus élevé

de développer des métastases hépatiques précoces (Patsalias et Kozovska 2021).

Toutefois, des études démontrent que 1’enclenchement de la TEM confere aux cellules
des propriétés souche (Gonzalez-Villarreal et al. 2020; Lathia et Liu 2017; Nassar et Blanpain
2016). Il est alors difficile de statuer s’il s’agit bien de CSCs réalisant la TEM pour envahir un
organe secondaire, ou si c’est par l'engagement de la TEM que des cellules tumorales

différenciées deviennent souche et sont alors capables d’invasion.
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Tous ces éléments conferent aux CSCs de puissantes propriétés dictant la course
clinique des patients. Puisqu’elles ne sont pas éliminées par les thérapies conventionnelles et
qu’elles sont capables de reformer la masse tumorale et d’envahir; il semble plus que
nécessaire de développer des thérapies les ciblant spécifiquement afin d’éradiquer totalement

et durablement le cancer.

11.4.3. Les cellules souches cancéreuses en tant que cible thérapeutique
Plusieurs stratégies sont explorées dans la lutte anti-CSCs, il est possible de cibler

nombreuses de leurs caractéristiques (Figure 21).
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Figure 21 : Stratégies thérapeutiques de ciblage des CSCs
(D’apres Frank et al., 2021)

Le développement des thérapies ciblées dans le cadre de la prise en charge du CCR a
permis d’améliorer considérablement la survie globale des patients. Ces thérapies, présentées
en [.2.5.3, visent a perturber les voies cellulaires essentielles a la croissance mais aussi a la
survie et a la formation de métastases. Dans la mesure ou ces thérapies sont majoritairement
destinées au stade métastatique et que ce stade semble €tre atteignable grace aux CSCs,
certaines de ces thérapies ciblées permettent d’éliminer spécifiquement ces cellules via le
ciblage de certaines molécules. C’est ce qui est démontré dans la Figure 21 par les lignes

continues, avec le ciblage de BRAF, de ’EGFR ou du VEGFR (Frank et al. 2021). Depuis
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quelques années, s’ajoutent de nouvelles stratégies basées plutdt sur les propriétés de ces

CSCs (lignes en pointillés, Figure 21) :
e Le ciblage de marqueurs distinctifs des CSCs tels que LGRS ou CXCR4.

Dans un modele murin réalisé a partir d’une xénogreffe, le ciblage des cellules LGRS+ a
permis une régression tumorale mais discontinue. Apres un certain temps, de nouvelles
cellules LGR5+ ont émergé et ont réenclenché une progression tumorale (de Sousa e Melo ef
al. 2017; Parizadeh et al. 2019). Concernant CXCR4, son expression semble impliquée dans
le processus métastatique et dans un modele préclinique de métastase, I’élimination des
CXCR4+ a permis de réduire 'intravasation tumorale et d’empécher le développement de

tumeurs secondaires chez plus de 80% des souris (Frank et al. 2021).

e Le blocage des pompes a efflux afin de sensibiliser les CSCs aux thérapies

cytotoxiques.

Le blocage d’une pompe a efflux de la famille ABC (ATP-Binding Cassette), ABCBS, a aidé
a sensibiliser les CSCs au 5-FU. Dans le méme temps, ceci a permis d’inhiber la croissance et
I’invasion tumorales en inversant les fonctions moléculaires intrinseques de la pompe, liées a

la signalisation anti-apoptotique de la TEM (Frank et al. 2021).

e [’activation de voies menant a la différenciation des cellules, les rendant sensibles aux

thérapies conventionnelles.

L’administration de BMP4 a des souris immunodéprimées présentant des tumeurs dérivées de
CSCs a permis d’augmenter les effets antitumoraux du FOLFOX, par induction de la
différenciation mais aussi de 1’apoptose et de la chimiosensibilisation (Ma et al. 2020; Frank
et al. 2021). Une autre étude a mise en évidence que le BMP7v, un variant de BMP7,
favorisait la différenciation des CSCs et les sensibilisaient a la chimiothérapie, quels que

soient les profils mutationnels, MSI ou CMS (Frank et al. 2021).

Le ciblage spécifique des CSCs est une approche primordiale dans la lutte anti-
cancéreuse mais encore une fois, la plasticité des cellules tumorales peut entrainer 1’échec
d’une thérapie prometteuse en régénérant le pool de CSCs. En plus de leurs capacités
plastiques, le MET semble jouer un r6le important dans la délivrance de signaux permettant
aux cellules tumorales plus différenciées de se reprogrammer en CSCs (Jahanafrooz et al.
2020). Ce MET est un acteur fort de I’induction de I’angiogenese ainsi que de la promotion de

I’invasion tumorale et des métastases (Zalewski, Snook, et Waldman 2021). La prise en
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charge du CCR nécessite une action multifactorielle pour éradiquer I’ensemble des cellules
formant la masse tumorale mais aussi les cellules du MET présentant un rdle pro-survie afin

d’étre efficace et durable.

Les cellules tumorales mettent en place des tactiques vari€es afin d’échapper a
I’immunité antitumorale ainsi qu’aux nombreuses thérapies engagées dans le but de les
éliminer. Une autre de ces stratégies repose sur la sécrétion de vésicules extracellulaires leur

permettant de communiquer a distance et ainsi d’assurer leur survie.
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Chapitre III. Les vésicules extracellulaires

lll.1. Biogenése des vésicules extracellulaires

Les vésicules extracellulaires sont une grande famille de vésicules incluant les
exosomes (nanovésicules), les microvésicules ainsi que les corps apoptotiques. Des
différences existent entre ces entités : leur taille, leurs propri€tés ainsi que leur voie de
sécrétion (Gurunathan, Kang, et Kim 2021). Dans ce travail de these, je ne me suis intéressée
qu’a une seule entité : les petites vésicules extracellulaires communément appelées exosomes.
Toutefois, les techniques et marqueurs d’identification des exosomes étant controversés

depuis plusieurs années, je vais les qualifier de vésicules extracellulaires (EVs) dans mon

manuscrit (Abels et Breakefield 2016).

Les EVs sont des nanovésicules dont la taille varie entre 50 et 150 nm, sécrétées par
tous les types cellulaires du corps humain et donc retrouvées dans tous les fluides biologiques
(Sumrin et al. 2018; Gurunathan, Kang, et Kim 2021). Généralement, les cellules cancéreuses
sécrétent davantage d’EVs que leurs homologues saines (J. Zhou ez al. 2017). A I’origine, il
était admis que leur role €tait simplement d’éliminer les matieres indésirables des cellules.
Des recherches ultérieures ont permis de comprendre que la libération d’EV's est également un
médiateur important de la communication intercellulaire, tout comme le sont la sécrétion de

petites molécules solubles et les contacts cellulaires directs (Abels et Breakefield 2016).

Les EVs peuvent étre formées de facon dépendante ou indépendante de I’ESCRT
(Endosomal Sorting Complexes Required for Transport) dont les processus sont finement

régulés :

e Voie dépendante de I’ESCRT ou voie endosomale, voie majoritaire (Figure 22) : la
premiere étape consiste en I’endocytose des molécules de surface et la fusion de ces
vésicules d’endocytose formant les endosomes précoces (EE). Ces derniers suivent
deux voies : soit ils renvoient la cargaison vers la membrane plasmique pour étre
recyclés, soit ils se transforment en endosomes tardifs (LE) ou corps multivésiculés
(MVB). La membrane interne de ces MVB va ensuite bourgeonner pour séquestrer la
cargaison et la distribuer au sein de vésicules intraluminales (ILV). Les molécules
destinées a étre dégradées sont triées dans les ILV avant de fusionner avec le lysosome.
Les MVB peuvent également fusionner avec la membrane plasmique afin de libérer
leur contenu dans le milieu extracellulaire : c’est la sécrétion des EVs. La machinerie

ESCRT se compose d’un complexe multiprotéique (ESCRT-0, I, II et III) allant
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ubiquitinyler les substrats sur la partie de la membrane endosomale bourgeonnant vers
I’intérieur pour former les ILV. Ces substrats ubiquitinylés seront destinés au lysosome
pour leur dégradation ou seront « sauvés » par les enzymes de déubiquitinylation
(DUB). Le transit des MVB vers la membrane plasmique est assuré par des Rab-
GTPases notamment Rab27a et Rab27b et enfin la fusion du MVB avec la membrane
pour libérer les vésicules dans le milieu extracellulaire est assuré par le complexe
SNARE (Mashouri ef al. 2019; Gurunathan, Kang, et Kim 2021).

e Voie indépendante de I’ESCRT, observée dans les mélanosomes, organites présents
dans les mélanocytes et relatifs aux lysosomes / endosomes. Des protéines
mélanosomales se chargent alors de la formation des ILV, clathrine-dépendante

(Mashouri et al. 2019).

Une fois libérées, les EVs peuvent étre internalisées par les cellules receveuses via des
phénomenes d’endocytose ou de fusion avec la membrane plasmique libérant ainsi leur
contenu ; mais des interactions ligand / récepteur sont également possibles (Abels et
Breakefield 2016; Zhang et Yu 2019). La particularit¢ des EVs c’est que leur échange peut

avoir lieu dans tout I’organisme (Abels et Breakefield 2016).
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Figure 22 : Biogenése des vésicules extracellulaires

(D’aprés Mashouri et al., 2019)
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lll.2. Structure des vésicules extracellulaires

Les EVs, comme toute vésicule, sont constituées d’une membrane renfermant leur
contenu, variable et ne reflétant pas seulement la composition de la cellule donneuse mais
aussi le mécanisme de biogenese ou encore les conditions physiologiques ayant mené a leur
sécrétion. A la surface et au sein des EVs sont retrouvées de nombreuses protéines, des lipides
ainsi que des acides nucléiques (ADN et ARN) (Figure 23), la majorité de ce cargo étant
impliqué dans la biogenese et la capacité de transport des EVs (Gurunathan, Kang, et Kim
2021). Les études de ce contenu ont entrainé la création de nombreuses bases de données
répertoriant le cargo de différentes EVs en fonction de leur origine et de leur procédé de

purification (Exocarta, Vesiclepedia, EVpedia) (Abels et Breakefield 2016).
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Figure 23 : Composition des vésicules extracellulaires

(D’aprés Mammes et al., 2021)

Concernant le contenu en protéines, certaines proviennent spécifiquement du tissu
d’origine des EVs alors que d’autres, principalement impliquées dans leur biogenese ou leur
transport, sont communes a toutes les EVs et serviront alors de marqueur d’identification
(Mathivanan, Ji, et Simpson 2010) (Figure 23). C’est le cas notamment des tétraspanines

responsables des évenements de pénétration, d’invasion et de fusion des cellules (CD63,
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CD81, CD9) mais aussi des protéines favorisant la formation des MVB (Alix, TSG101,
Flotiline) ou encore des « heat shock » protéines (Hsc70 Hsc90) (Mashouri et al. 2019; Abels
et Breakefield 2016; Gurunathan, Kang, et Kim 2021).

Le contenu lipidique peut également étre spécifique du type cellulaire émetteur ou
bien conservé. Les lipides ne présentent pas seulement un role protecteur de la forme des EVs
mais participent activement a leur biogenese ainsi qu’a la régulation de 1’homéostasie au
niveau des cellules réceptrices. Il a été démontré que leur ingestion pouvait modifier le
contenu en cholestérol et en sphingomyéline de la cellule receveuse et donc influer sur son

homéostasie (Mashouri et al. 2019).

Enfin, le contenu en acides nucléiques est extrémement varié notamment en ARN :
ARNm, microARN, snRNA (petits ARN nucléaires), IncRNA (ARN non codants). La
quantité de microARN contenue dans les EVs est bien plus importante que celle présente dans
la cellule d’origine et cette découverte a amené a utiliser ces miARN comme biomarqueurs de

certaines maladies (Sumrin et al. 2018).

En raison de la diversité des molécules qu’elles contiennent, une fois purifiées des
liquides biologiques, ces vésicules peuvent transmettre de nombreuses informations sur un

cancer.

l11.3. Méthodes d’isolement des vésicules extracellulaires
De nombreuses méthodes ont ét€ mises au point pour isoler les EVs, basées sur leurs
propriétés biophysiques et biochimiques (taille, densité, forme) et sont résumées en Figure 24

(Coumans et al. 2017).
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Figure 24 : Méthodes d'isolement des vésicules extracellulaires

(D’aprés Coumans et al., 2017)

La méthode utilisée durant mes travaux de these est la méthode gold standard
d’isolement des EVs et correspond a la centrifugation différentielle ou ultracentrifugation
(UC). Elle isole les EVs selon leur taille et leur densité par 1’augmentation séquentielle de la
force centrifuge. Une premiere et courte centrifugation va culotter les cellules et les débris (30
min a 1500g) puis une premiere ultracentrifugation a 120 000g durant 90 min va permettre de
culotter les EVs. Enfin, une seconde ultracentrifugation aux mémes réglages permettra de les

laver.

Tout comme exposé en Figure 24, il est également possible d’isoler les EVs en
fonction de leur densité par centrifugation en gradient de densité ; mais également de leur
taille par chromatographie d’exclusion ou ultrafiltration. L’immunocapture se base sur
I’utilisation d’un anticorps allant reconnaitre spécifiquement une protéine a la surface des EVs
tandis que la précipitation repose sur l’'utilisation d’un agent allant agglutiner les EVs

(Coumans et al. 2017).
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Il est important de noter que ces méthodes sont nombreuses, ne permettent pas d’isoler
seulement les EVs et qu’il est possible de retrouver des contaminants de type : protéines
solubles, lipoprotéines ou d’autres types de particules. Toutes ces stratégies d’isolement
affectent la concentration en EVs et le choix doit s’effectuer en connaissant les limites de
chacune (Tableau 6). Durant ces travaux, nous avons pris le parti d’analyser 1’effet produit par

les EVs sur les cellules et non les techniques permettant leur isolement.

e DGC SEC UV I Precip.
Isolation
Major contaminant Similar-sized | Lipoproteins | Same size | Same size Soluble Protein
particles particles particles proteins
Major artifact EV-particle EV-particle Protein complex, EV-
aggregates aggregates particle aggregates
EVs/pg protein increase (fold)* 1-15 1-20 70-560 1-10 1-50 1-3
Concentration ‘
Volume reduction (fold)* 0.2-8 =1 0.2 <240 5 ~50
EVs recovery, %* 2-80 10 40-90 10-80 90
Practical ‘
Assay time, h 3-9 16-90 0.3 0.5 4-20 0.3-12
Sample volume mL-L pL-mL pL-mL pL-mL pL-mL
Clinical applicability No No Yes No Yes Yes

Tableau 6 : Avantages et inconvénients des techniques d’'isolement des EVs

(D’aprés Coumans et al., 2017 ; DC = Differential Centrifugation, DGC : Density Gradient Centrifugation, SEC :
Size Exclusion Chromatography, UF : UltraFiltration, IC : ImmunoCapture, Precip. : Précipitation)

L’isolement des EVs et leur étude a permis de mettre en évidence leurs nombreux

roles dans la progression de nombreux cancers dont le CCR.

ll.4. Roles des vésicules extracellulaires dans le cancer colorectal

Dans le cadre de nombreux cancers, les EVs peuvent étre utilisées en tant que
biomarqueur a des fins diagnostiques ou pronostiques et les informations concernant leurs
roles dans la progression tumorale ne cessent de s’accumuler. L’avantage de leur étude est

u’elle permet une vue globale des propriétés de la tumeur sans avoir a réaliser d’acte invasif.
q

lll.4.1. Les vésicules extracellulaires en tant que biomarqueurs

Il a été démontré que des patients atteints de CCR présentaient une quantité d’EVs
plasmatique deux fois supérieure a celle de témoins sains. De plus, cette forte quantité a été
associée a des concentrations élevées d’antigenes cancéreux, a des tumeurs peu différenciées

ainsi qu’a une survie limitée. De nombreuses recherches ont confirmé que le niveau
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d’expression anormal de certains miARN dans les fluides corporels de patients atteints d’un
CCR constituait un biomarqueur fiable pour le diagnostic précoce de la maladie et
I’évaluation du stade (J. Zhou et al. 2017). Un panel de sept miARN (let-7a, miR-1229,
miR1246, miR-150, miR-21, miR-223 et miR-23a) présents dans les EVs s’est avéré étre
significativement surexprimé en cas de CCR primaire, méme a un stade précoce, en
comparaison aux témoins sains. Par ailleurs, ces niveaux régressaient fortement et de facon
significative suite a la résection de la tumeur. Cette différence d’expression de nombreux
miARN dérivés des EVs avant et apres thérapie constitue la base de 1’évaluation de 1’effet
thérapeutique d’un traitement ainsi que du pronostic. Par exemple, le niveau d’expression
sérique du cluster miR-17-92a est en corrélation avec la récidive du CCR. La méme étude a
rapporté que les patients opérés présentant une concentration sérique élevée de miR-19a
présentaient un mauvais pronostic comparé a ceux dont I’expression était faible. Un stade
avancé de CCR peut étre détecté via la quantification du miR-193a, bien plus élevée qu’en cas
de stade précoce (J. Zhou et al. 2017). Les miARN sont tres utilisés dans le suivi du CCR en
raison de prédominance et de leurs nombreux roles, résumés en Tableau 7, mais les protéines

présentent également un fort potentiel de biomarqueur.

Exosomal miRNAs Major Conclusions

miR-210 Contributing to EMT, anoikis resistance and metastatic potential
miR-220C, miR-141 Up-regulating EMT, promoting invasion

miR-375 Inducing CRC cell apoptosis through blocking Bcl-2

miR-200c, miR-141, miR-429 Decreasing expressions of ZEB2 and SNAI, reprogramming the

stroma in the metastatic process
let-7a, miR-1229, miR-1246, miR-150, The serum exosomal level of these 7 miRNAs are significantly

miR-21, miR-223, and miR-23a higher in CRC patients than healthy controls.
miRNA-19a A prognostic biomarker for recurrence in CRC
miR-379 Inhibiting CRC cells proliferation and migration
Higher levels of exosomal miR-193a are found in advanced stage
miR-193a patients.
miR-100 miR-100 is selectively enriched in exosomes derived from mutant

K-Ras CRC cells and transferred into wild type CRC cells.
Tableau 7 : Les miARN dérivés des EVs et leurs rbles fonctionnels dans le CCR

(D’apres J. Zhou et al., 2017)

Les protéines présentent aussi des modulations d’expression intéressantes comme 1’a
démontré une étude ayant mis en évidence que 36 protéines étaient régulées a la hausse et 22
autres a la baisse dans les EVs sériques de CCR. La surexpression de ces protéines a été
associ€ée a la formation de métastases tandis que leur sous-expression a été associée a la

croissance tumorale et a la survie des cellules. Les protéines Hsp60 et Glypican-1, également
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surexprimées dans les EVs de CCR peuvent étre considérées comme des biomarqueurs
potentiels. Tout comme certains miARN, leur expression revient a la normale apres
intervention chirurgicale (J. Zhou et al. 2017; Mammes et al. 2021). A I’inverse, la faible
expression dans les EVs de CCR de la protéine Copine III est associée a une meilleure survie

(Mammes et al. 2021).

Les EVs renferment de nombreuses informations pertinentes et sont de plus en plus
étudiées pour leur potentiel de biomarqueur, permettant la détection d’un cancer ou
I’estimation du pronostic du patient sans avoir recours a une biopsie. Toutefois, le role des
EVs demeure de transmettre des informations aux cellules voisines ou distantes et de ce fait,

elles sont des actrices majeures de 1’oncogenese.

lll.4.2. Réles dans la progression tumorale

Les cellules tumorales produisent énormément d’EVs afin de communiquer entre elles
et avec leur environnement en influant sur les fonctions des cellules cibles. L’échange d’EVs
leur permet de favoriser leur croissance, leurs capacités migratoires, la formation de
métastases mais aussi de moduler les cellules du MET afin d’inhiber la réponse immunitaire

antitumorale et d’approvisionner la tumeur en nutriments (Figure 25).

Cancer colorectal

rolifération

EVs

Figure 25 : Réles des EVs dans la progression du cancer colorectal

(Réalisée d’aprés Ahmadi et al., 2021)
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lll.4.2.1. Roles dans I’'angiogenése et la formation de métastases

La premicre étape de la formation de métastases consiste en la dissémination locale
des cellules tumorales et ce processus passe par la modification du MET, possible en partie
par les sécrétions d’EVs (Figure 26). Les cellules tumorales vont induire la transformation des
cellules stromales en CAFs (Cancer-Associated Fibroblasts) via le transfert d’EVs contenant
du TGF-B. Il a été démontré que les EVs provenant de cellules tumorales primaires ou
métastatiques pouvaient également influer sur le phénotype de CAFs : prolifératif ou invasif,
par la reprogrammation de leur protéome. Les CAFs ne sont pas les seules cellules du MET a
étre modifiées : les macrophages environnants vont évoluer en macrophages de type M2 (ou
TAMs : Tumor-Associated Macrophages) par le transfert du miR-1246 sécrété au sein des
EVs par les cellules tumorales 7P53 mutées. Les cellules endothéliales vont aussi étre
modifiées par I’échange de VEGF-A, facteur angiogénique, favorisant ainsi la migration de
ces cellules et donc l'angiogenese, notamment en cas d’environnement hypoxique. Cette
communication n’est pas unidirectionnelle et les cellules du MET modifiées par les EVs vont
en retour pouvoir favoriser la pérennité et 1’évolution des cellules tumorales. En effet, le
transfert du miR-92a-3p, présent dans les EVs sécrétées par les CAFs, va induire la TEM des
cellules tumorales et ainsi favoriser le développement métastatique. Il en va de méme pour les
TAMs induisant leur migration et 1’activation de leurs propriétés souches en leur transférant
les miR21-5p et miR-155-5 ou encore la protéine WNT (Lafitte, Lecointre, et Roche 2019).
Les cellules tumorales sont également en mesure de s’échanger entre elles des molécules
allant favoriser leur prolifération et leur migration par activation autocrine de la voie AKT
(Ahmadi et al. 2021). De la méme facon, elles se stimulent entre elles pour activer la TEM et

promouvoir leur capacité invasive via I’échange du miR-210 (Mannavola et al. 2019).
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Figure 26 : Vue d'ensemble des réles des EVs sur le développement métastatique

(D’aprés Lafitte et al., 2019)

ll.4.2.2. Roles dans la résistance thérapeutique

Le recours aux chimiothérapies est I’option thérapeutique la plus utilisée pour traiter
les patients atteints d’un CCR, et la résistance a ces drogues est responsable de la majorité des
échecs thérapeutiques. De nombreuses études ont mis en évidence que les EVs dérivées de
cellules tumorales ou du MET étaient impliquées dans ces phénomenes (Figure 27). Les
CAFs sécretent des EVs contenant des molécules facilitant la survenue de « stem-like cells »
stimulant ainsi la chimiorésistance (Namee et O’Driscoll 2018; Mannavola et al. 2019). Ces
fibroblastes pro-tumoraux sécretent également des miRNA et des IncRNA capables d’induire
une résistance a I’oxaliplatine par ’activation des voies AKT et B-caténine dans les cellules
tumorales. L’activation de la voie STAT3 par internalisation d’EV's contenant le miR-196b-5p
est un procédé rendant les cellules tumorales résistantes au 5-FU (Mannavola et al. 2019;
Ahmadi et al. 2021). De plus, une équipe a pu mettre en évidence la présence d’EGFR au
niveau de la membrane d’EVs dérivées de cellules tumorales. Cette découverte pourrait
expliquer la résistance aux anticorps monoclonaux (mAbs) anti-EGFR. En effet, 'EGFR
présent au niveau des EVs pourrait lier les mAbs en circulation, agissant tel un récepteur
leurre, afin de réduire la biodisponibilité des drogues. Ce mécanisme a été illustré dans de

nombreux autres cancers concernant notamment les anti-VEGFR (Mannavola et al. 2019).
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Figure 27 : Mécanismes de résistance thérapeutique médiés par les EVs

(Adaptée de Mannavola et al., 2019 ; mAbs : monoclonal Antibodies)

l11.4.2.3. Roles sur le systéme immunitaire

Une des étapes critiques du développement tumoral est 1’établissement d’un
environnement immunosuppressif, principalement induit par une hypoxie chronique ou une
inflammation. Les EVs présentent également un rdle dans la propagation de signaux
inhibiteurs du systtme immunitaire et affectent la prolifération, la maturation mais aussi
I’activité antitumorale des cellules immunes (Figure 28). Afin de limiter les contacts directs
cellule a cellule, les cellules tumorales vont libérer des EVs allant délivrer des signaux de
mort tels que le FasL et TRAIL allant induire 1’apoptose des lymphocytes T CD8+ (LTc).
Elles peuvent également transmettre du TGF-8 allant entrainer I’expansion de LT régulateurs,
ces derniers pourront alors inhiber ’activité antitumorale de leurs homologues cytotoxiques
(Lafitte, Lecointre, et Roche 2019; Mannavola et al. 2019; Yamada et al. 2016). 11 a été
évoqué précédemment l'implication des EVs dans la transformation de macrophages en
TAMs, ces cellules présentent un réle immunosuppresseur et vont donc permettre de renforcer

cette inhibition (Popéna et al. 2018; Mannavola et al. 2019).
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Figure 28 : Effets des EVs de CCR sur le systeme immunitaire
(Adaptée de Mannavola et al., 2019 ; MDSC : Myeloid-Derived Suppressor Cell, DC : Dendritic Cell)

Les vésicules extracellulaires constituent une armée utilisée par les cellules tumorales
dans le but de les protéger du systeme immunitaire et des thérapies, de favoriser leur
expansion et d’utiliser les cellules du MET a leur avantage. Au vu de la diversité de leurs

effets, il serait intéressant de développer des molécules thérapeutiques limitant leurs actions.

lIL.5. Les vésicules extracellulaires en tant que cible thérapeutique
Compte tenu des nombreux réles des EVs dans la progression tumorale, il serait
cohérent qu’une diminution de la quantité d’EVs sécrétée puisse constituer une opportunité

thérapeutique pour inhiber la progression tumorale. Trois stratégies potentielles sont

explorées (Urabe et al. 2020; Mammes et al. 2021):

e [L’élimination des EVs circulantes : le principe repose sur 1’utilisation d’anticorps
spécifiques de protéines présentes a la surface des EVs, qu’il s’agisse de protéines de
structure ou des protéines surexprimées spécifiquement dans les EVs dérivées de
cellules tumorales (exemple de PD-L1 dans le mélanome métastatique).

e L’inhibition de la sécrétion d’EVs : cette approche repose sur 1’inhibition de molécules
impliquées dans la biogenese des EVs. Toutefois, dans la mesure ou ces mécanismes
sont communs a toutes les EVs et pas seulement a celles dérivées des cellules
tumorales, il est nécessaire d’identifier des mécanismes de sécrétion spécifiques des

cancers. Une étude portant sur le cancer de la prostate a réussi a identifier un
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métabolite microbien capable d’inhiber les sécrétions d’EVs des cellules tumorales
sans affecter celles des cellules épithéliales normales de la prostate. Puisque la
biogenese des EVs est complexe, les plateformes de criblage a haut débit sont
essentielles pour en révéler tous les détails et ainsi pouvoir identifier des cibles
éventuelles.

e La perturbation de 1’absorption des EVs : basée également sur le ciblage de protéines
exprimées a la surface des vésicules car il a ét€ démontré qu’apres un traitement a la
protéinase K, I’absorption des EVs était amoindrie. Une fois encore, le mécanisme
d’internalisation de ces vésicules nécessite d’€tre parfaitement compris et pour le

moment, aucune étude n’a réussi a démontrer un effet antitumoral de cette perturbation.

Les stratégies d’inhibition des EVs présentent un grand potentiel en tant que stratégie
thérapeutique mais n’en sont encore qu’a leurs prémices. A 1’inverse, Iutilisation des EVs

comme outil thérapeutique est une stratégie bien plus documentée et étudiée.

lll.6. Utilisation des vésicules extracellulaires comme outil thérapeutique

Le recours aux EVs en tant que vecteurs naturels pour 1’acheminement de thérapies,
d’anticorps ou d’ARN est tres étudié depuis quelques années en raison de leurs nombreuses
plus-values. Ces entités sont biocompatibles, biodégradables et de ce fait, moins toxiques et
immunogéniques que d’autres systetmes de transport tels que les liposomes ou les
nanoparticules polymériques (Mammes er al. 2021). Les EVs améliorent la stabilité des
drogues puisqu’elles les protegent de la dégradation des enzymes extracellulaires et leur
capacité a cibler les cellules tumorales est 10 fois supérieure a celle des liposomes de méme
taille. Un autre avantage majeur de ces vésicules est qu’elles peuvent pénétrer les barricres
anatomiques et que leur composition en lipides les protege de la phagocytose du systéme
réticulo-endothélial. Nombreuses sont les études ayant démontré le potentiel de la thérapie par
les EVs pour délivrer divers médicaments comme la curcumine, le paclitaxel ou la
doxorubicine. Dans un modele murin de CCR, la doxorubicine empaquetée dans des EVs a
démontré une meilleure stabilité ainsi qu’une meilleure prise en charge par les cellules
tumorales que la doxorubicine libre, normalement utilisée. Cela a permis de supprimer
significativement la croissance tumorale et de prolonger la durée de vie des rongeurs
(Mammes et al. 2021). Des EVs chargées de paclitaxel ont été testées dans le traitement de
cancers a résistances multiples et il a été mis en évidence que les vésicules surmontaient les
effets négatifs des pompes a efflux, réduisant la croissance métastatique par rapport aux
contrdles (Mammes et al. 2021).
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L’utilisation des EVs en tant que vaccin tumoral est également trés prometteuse car
elles peuvent délivrer ou présenter des antigenes dérivés de tumeurs allant activer I’immunité.
En 2008, un essai clinique de phase I a démontré que combiner les EVs d’ascites des patients
avec du GM-CSF induisait une réponse sire et efficace des LT cytotoxiques dans le
traitement du CCR avancé (Mammes et al. 2021). Egalernent, le « DC exosome vaccine »
correspondant a I’utilisation d’EVs provenant de cellules dendritiques et renfermant des
antigénes tumoraux est a I’étude. Les cellules dendritiques jouent alors leur role de CPA aux
cellules immunitaires. En comparaison au « DC vaccin », rapidement éliminé par les LT
cytotoxiques spécifiques de 1’antigeéne, le vaccin a base d’EVs présente une durée de vie plus
longue et semble donc étre une bonne alternative (Zhang et Yu 2019). Débutés il y a plus de
10 ans, les essais cliniques évaluant 1'intérét thérapeutique antitumoral des EVs sont
actuellement nombreux et concernent presque tous les cancers prouvant que cette piste est

plus que prometteuse (Shehzad et al. 2021).
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Objectifs de la these

Le CCR est un des cancers les plus diagnostiqués et les plus meurtriés en France, quel
que soit le sexe. L’étude de la carcinogenese colique ainsi que les nombreux systémes de
classification des tumeurs ont permis d’adapter la prise en charge thérapeutique de cette
maladie améliorant considérablement la survie des patients. Toutefois, des récidives
surviennent fréquemment et font suite a la maladie résiduelle minimale ou une partie des
cellules tumorales persiste grace a une résistance aux thérapies conventionnelles. Ces cellules
tumorales sont les CSCs, présentant un phénotype particuliecrement plastique les rendant
difficiles a éradiquer. Leur caractérisation constitue un véritable challenge puisque les
techniques doivent étre multiples pour affirmer de leur statut souche: expression de
marqueurs particuliers et exploration de nombreuses propriétés fonctionnelles. En plus d’étre
multiples, ces techniques sont longues, coliteuses et nécessitent des équipements particuliers.
Or, lors de la prise en charge d’un cancer, la rapidité d’action est essentielle et la mise en
évidence précoce de ces CSCs permettrait d’adapter la prise en charge des patients et ainsi de
limiter la survenue de rechutes. Dans cette optique, notre équipe a mené un travail collaboratif
avec un laboratoire de I’institut Xlim, ayant permis de développer un laboratoire sur puce
capable de mesurer les propriétés électromagnétiques des cellules. Des travaux précédents du
laboratoire ont démontré la pertinence de ces propriétés dans la caractérisation des CSCs dans
un modele de glioblastome, ces cellules présentant des propriétés biophysiques distinctes de
celles des cellules différenciées ; se traduisant par une signature électromagnétique bien
inférieure. Le premier objectif de mes travaux de thése a donc ét€é de transposer cet outil
physique au modele de CCR afin de déterminer si la discrimination des CSCs par rapport aux
cellules différenciées était €galement possible. Dans un second temps, en raison de
I’implication certaine des EVs sur la progression tumorale, nous nous sommes intéressées au
transfert d’agressivité intercellulaire médié par ces vésicules. Le second objectif de mes
travaux a été d’étudier I'impact biologique d’un transfert d’EVs entre cellules tumorales a
différents stades de CCR et dans différentes conditions de culture. Ensuite, d’évaluer la
capacité du biocapteur a percevoir les changements induits dans les cellules traitées par les
EVs. Ces travaux ont fait I'objet d’une publication intitulée « UHF-Dielectrophoresis
Microfluidic Lab-on-a-Chip to detect the transformation potential of extracellular
vesicles derived from Cancer Stem Cells » déposée sur la plateforme Preprints de MDPI et

qui sera soumise au journal Cells tres prochainement.
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Enfin, durant mes travaux de thése nous nous sommes également intéressées au volet
immunologique du CCR notamment concernant les phénomenes d’inhibition du systeme
immunitaire. En effet, son rdle est important dans la progression du cancer et I’infiltration de
la tumeur par les cellules immunes est un élément pronostique majeur. C’est la raison pour
laquelle le troisieme objectif de ces travaux de these a été 1’étude de I’impact des sécrétions
vésiculaires de cellules tumorales sur les cellules immunes. Des PBMC d’individu sain ont été
mis en contact avec des EVs provenant de cellules tumorales, souches ou différenciées, afin
de mesurer leur(s) effet(s) inhibiteur(s) sur les lymphocytes T et les cellules NK ; cellules
cytotoxiques majeures de la lutte antitumorale. Ces travaux étant préliminaires, ils n’ont pas

fait I’objet d’une publication mais seront présentés en deuxieme partie du Chapitre V.
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Chapitre IV. Matériels et méthodes

IV.1. Culture cellulaire

IV.1.1. Lignées cellulaires et cultures primaires de patients

Les lignées cellulaires de cancer colorectal SW480 et SW620 ont été achetées aupres
de ’ATCC (American Type Culture Collection) et proviennent du méme patient a différents
stades de la maladie. La SW480 provient de la tumeur primaire lors du stade II et la SW620
provient du stade III lorsque la tumeur s’est étendue aux ganglions lymphatiques adjacents.
Ces cellules sont cultivées en milieu RPMI 1640 GlutaMAX™ (Gibco) supplémenté par 10%
de sérum de veau feetal (SVF), 1% de sodium pyruvate ainsi qu’un 1% d’antibiotiques de type

pénicilline et streptomycine (Gibco).

Deux cultures primaires de patients (CPP) atteints d’'un CCR, ont été fournies par Julie
Pannequin (Institut de Génomique Fonctionnelle de Montpellier) apres consentement éclairé
des patients (Accord de transfert de matériel CNRS 190287). Ces CPP, dont les
caractéristiques sont résumées en Tableau 8, proviennent toutes deux d’une tumeur primaire
et sont cultivées en milieu DMEM GlutaMAX™ (Gibco) supplémenté avec 10% de SVF et

1% de pénicilline / streptomycine (Gibco).

Ces conditions correspondant aux conditions de culture classiques des cellules, elles
seront référencées tout au long de ce manuscrit en tant que culture dans un « milieu normal ou

NM ».

CPP14 CPP6

Origine Célon gauche Célon transverse

Mutation KRAS

Métastase(s) Foie & poumons
Statut TNM T2NOMO T4N2MA1
Stade | \Y

Tableau 8 : Caractéristiques des cultures primaires de patients
A I'inverse, dans le but d’enrichir la population en CSCs, les lignées ainsi que les CPP
sont cultivées au moins 1 semaine dans un milieu dit « défini », composé de DMEM/F12
(Gibco) dépourvu de SVF mais supplémenté avec 5 yg/mL d’insuline, 1X de suppléments N-
2, 1% d’antibiotiques (Gibco) ainsi que 20 ng/mL d’EGF et de bFGF (Miltenyi Biotec). Cette
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condition de culture sera quant a elle référencée en tant que culture en « milieu défini ou

DM ».

L’entretien des cellules est réalis€é deux fois par semaine apres décollement par
Trypsine-EDTA 0,05% (Gibco) puis ensemencement d’un million de cellules dans 10 mL de

milieu de culture en flasque T75.

IV.1.2. Cellules mononucléées du sang périphérique ou PBMC

Du sang est prélevé d’un individu sain sur tube EDTA afin d’en isoler les PBMC par
centrifugation sur gradient de densité. Pour se faire, le sang est délicatement déposé sur 5 mL
de Ficoll (GE Healthcare) puis le tube est centrifugé 25 min a 700g. L’anneau cellulaire
correspondant aux PBMC est ensuite prélevé et les cellules lavées dans du PBS. Une
numération est effectuée puis les PBMC sont mis en culture a la concentration de 5 millions
de cellules dans 5 mL de milieu de culture, le méme que pour les lignées cellulaires (RPMI
1640 GlutaMAX™ + 10% SVF + 1% sodium pyruvate + 1% pénicilline / streptomycine).
Afin d’activer spécifiquement les LT, les PBMC sont traités par 1 pg/mL d’anticorps anti-
CD3 et anti-CD28 (BioLegend) durant 48h. Dans une seconde flasque, les cellules NK sont
spécifiquement activées par 20 ng/mL d’IL-15 (R&D) durant 48h également.

Toutes les cultures cellulaires (lignées, CPP, PBMC) sont réalisées dans un incubateur

a 37°C dans une atmosphere humide composée a 95% d’air et 5% de CO,.

IV.1.3. Traitement des cellules par des EVs

Toutes les cellules traitées par des EVs sont des cellules cultivées en milieu normal (NM).

IV.1.3.1. Traitement de la lignée SW480 et des CPP

La lignée SW480 est traitée avec des EVs provenant de la lignée SW620, cultivée en
NM ou DM. Pour se faire, 0,25.10° cellules SW480 sont ensemencées en flasque T25 puis
laissées a adhérer durant la nuit. Le lendemain, le milieu de culture est retiré et les cellules
lavées en PBS avant d’étre mises en contact avec des EVs provenant de la lignée SW620 pour

une durée de 48h. Apres 48h, les cellules sont récupérées et diverses analyses sont réalisées.

Les CPP14 et CPP6 sont traitées avec des EVs provenant de cellules CPP6, cultivées
en NM ou DM concernant les CPP14, ou seulement en DM concernant les CPP6. Comme
pour les SW480, les CPP sont ensemencées a 0,25.10° cellules en flasque T25 et laissées a

adhérer sur la nuit. Contrairement aux SW480, les CPP sont traitées par deux fois avec des
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EVs sur une durée de 72h. Brievement, une fois adhérées, les cellules sont lavées en PBS puis
mises au contact des EVs. Apres 24h, un second traitement a lieu et 72h apres le premier

traitement, les cellules sont récupérées et les analyses effectuées.

La quantit¢ d’EVs utilisée pour traiter les 0,25.10° cellules (SW480, CPP14, CPP6)
correspond a la quantité d’EVs sécrétée par 1.10° cellules SW620 ou CPP6, cultivées en
milieux normal ou défini durant 48h. Apres isolement des EVs (IV.2.1), ces dernieres sont
resuspendues dans 5 mL de milieu de culture exo-free correspondant au milieu de culture
classique dont le SVF a été préalablement ultracentrifugé 16h a 120 000g afin de le dépléter
en EVs bovines. Ici, le ratio de traitement correspond donc a 250 000 cellules traitées par des
EVs sécrétées par 1 million de cellules. Quelques soient les analyses effectuées, ce ratio
demeure constant et se trouve seulement ajusté en fonction des conditions expérimentales. Par
exemple, si 5000 cellules sont traitées, elles le seront avec 100 uL. d’EVs (100 pL de la

suspension de 5 mL précédemment réalisée).

IV.1.3.2. Traitement des PBMC

Une fois activés, les LT ou NK sont traités durant 48h avec des EVs provenant de la
lignée cellulaire SW480, cultivée en NM ou DM. Apres centrifugation des suspensions
cellulaires puis un lavage en PBS, 5 millions de cellules (LT ou NK) sont mises en contact
avec les EVs durant 48h. De facon similaire avec les cellules tumorales, la quantité d’EVs
utilisée correspond a la quantité de vésicules sécrétées par 1.10° cellules SW480 cultivées 48h

en milieux normal ou défini puis resuspendues dans 5 mL de milieu de culture exo-free.

IV.2. Vésicules extracellulaires

IV.2.1. Isolement

Afin d’isoler les EVs sécrétées par les lignées SW480 et SW620, 1.10° cellules sont
mises en culture dans 10 mL de NM en flasque T75 et laissées a adhérer pour la nuit. Le
lendemain, apres un lavage en PBS, 10 mL de milieu de culture exo-free est déposé sur les

cellules et apres 48h de culture, le surnageant contenant les EVs est récupéré.

Concernant la culture en DM, 1.10° de cellules sont ensemencées dans 10 mL de
milieu défini durant une semaine. Au bout de 7 jours, le milieu de culture est remplacé par du

milieu neuf pour 48h puis le surnageant est récupéré pour ultracentrifugation.
Afin d’éliminer les débris, une centrifugation de 30 min a 1500g est réalisée puis

I’échantillon est ultracentrifugé une premiere fois a 120 000g pendant 90 min afin de culotter
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les EVs. Une fois le surnageant retiré, les EVs sont resuspendues en PBS et de nouveau
ultracentrifugées 90 min a 120 000g afin de laver les vésicules. Elles sont ensuite
resuspendues dans 5 mL de milieu de culture exo-free, en PBS ou dans du tampon RIPA en

fonction des analyses a réaliser.

IV.2.2. Caractérisation
Afin de vérifier qu’apres ultracentrifugations nous récupérons effectivement des EVs,
une caractérisation protéique par western blot est réalisée ainsi qu’une analyse de leur

distribution en taille par NTA.

IV.2.2.1. Nanoparticle Tracking Analysis (NTA)

Apres ultracentrifugations, les EVs sont resuspendues en PBS puis I’analyse NTA est
réalisée a 1’aide du NanoSight NS300 (Malvern Panalytical Ltd.) en se basant sur des
parametres conformes au manuel d’utilisation du fabriquant (NanoSight NS300 User Manual,
MANO541-01-EN-00, 2017). Le niveau de la caméra étant réglé sur 14 et le seuil de détection
sur 5. Les échantillons sont préalablement dilués dans du PBS afin d’ajuster leur
concentration dans le but d’obtenir un nombre de particules par image situé entre 30 et 100.
Pour chaque échantillon, cinq vidéos consécutives de 60 s sont enregistrées dans les
conditions suivantes : température de la cellule a 25°C, vitesse d’injection de la seringue de
22 ul/s (100 a.u.). Les particules, ici les EVs, sont détectées a I’aide d’un laser a 488 nm
(bleu) et d’une caméra scientifique CMOS. Les captures ainsi que les analyses sont réalisées a
partir du logiciel NanoSight intégré NTA3.3.301 (Malvern Panalytical Ltd.). Parmi les
informations collectées par le logiciel, sont étudiés: le mode (la taille d’EVs la plus
représentée dans 1’échantillon), le pourcentage d’EVs dont la taille est comprise entre 50 et
150 nm et enfin le nombre de particules par mL. A I’aide de cette derniére information et du
nombre de cellules collectées, le ratio du nombre d’EVs sécrété par cellule est calculé pour

chaque condition.

IV.2.2.2. Western blot

Apres ultracentrifugations, les EVs sont resuspendues et lysées dans 100 uL de
tampon RIPA (50 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, 1% NP-40, 0,5% Na-deoxycholate, 0,1%
SDS, 50 mM NaF, 2 mM d’EDTA ; pH 7.,4) supplémenté extemporanément en inhibiteurs de
protéases (Roche). Les échantillons subissent ensuite une étape de sonication durant 30 s puis
les protéines sont concentrées a 1’aide de colonnes Amicon (Pall) par centrifugation a 14 000g

durant 8 min. Les échantillons sont ensuite séparés sur gel 12% de polyacrylamide SDS-
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PAGE puis transférés sur membrane de difluorure de polyvinylidéne (PVDF) par transfert
semi-sec (BioRad) durant 1h a 20V. Apres saturation de la membrane en TBS-Tween 0,1%
(v/v)-BSA 5%, celle-ci est incubée sur la nuit a 4°C avec les anticorps primaires récapitulés
en Tableau 9. Le lendemain, suite a plusieurs lavages en TBS-Tween 0,1% ; les membranes
sont incubées 1h en présence des anticorps secondaires correspondants, couplés a la HRP
(Horseradish Peroxidase) et dilués au 1/1000*™ en TBS-Tween 0,1% - BSA 5%. La révélation
des protéines a lieu a I’aide d’ECL Ultra (Enhanced Luminol-based Chemiluminescent Ultra,
Merck Millipore), le substrat chimioluminescent de la HRP. La détection de cette réaction

lumineuse est réalisée a I’aide d’une G-Box et du systeme d’imagerie GeneSnap (Syngene).

Protéines Espéces Clones Dilution Références Fournisseurs

Alix Souris 3A9 1/500 21718 Cell Signaling
Hsc70 Souris B-6 1/500 sc-7298 Santa Cruz
CD9 Lapin D3HP4 1/500 13403S Cell Signaling

Tableau 9 : Références des anticorps utilisés en western blot

IV.3. Extraction des ARN totaux et RT-qPCR

L’extraction des ARN totaux des lignées cellulaires ainsi que des CPP, traitées ou non
par des EVs, est réalisée a 1’aide du kit RNeasy (Qiagen) sur culot cellulaire sec. Ensuite, la
quantification de ces ARN est réalisée a 1’aide du NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific)
et la quantité de 2 yg d’ARN totaux est utilisée pour achever la réaction de transcription
inverse grace au kit cDNA Archive Kit (Applied Biosystems). Les ADN complémentaires
(ADNCc) obtenus sont ajustés a une concentration de 12,5 ng/uL puis la PCR quantitative
(gPCR) est exécutée sur 50 ng d’ADNc a I'aide du QuantStudio 5 (Thermo Fisher) et du
SensiFAST Probe Hi-ROX kit (Bioline). Les références des sondes Tagman utilisées sont
détaillées dans le Tableau 10 et les expressions relatives des transcrits sont estimées par la
méthode du AACt avec deux genes de ménage en tant que contrdles endogenes (HPRTI,

GAPDH).
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Génes

Références

PROM1 (CD133)
NANOG (NANOG)
SOX2 (SOX2)
POUSF1 (OCT4)
BMI1 (BMI1)
LGRS5 (LGRS)
GAPDH (GAPDH)
HPRT1 (HPRT)
PDCD1 (PD1)
CD274 (PDL1)
PDCD1LG2 (PDL2)

Hs01009259_m1
Hs02384400_g1
Hs01053049_s1
Hs01570480_s1
Hs00995522_g1
Hs00969422_m1
Hs02786624_g1
Hs02800695_m1
Hs01550088_m1
Hs00204257_m1
Hs00228839_m1

Tableau 10 : Références des sondes Tagman utilisées
(Le fournisseur des sondes étant Thermo Fisher)

IV.4. Cytométrie en flux
Les références d’anticorps utilis€s pour réaliser cette technique sont résumées en

Tableau 11, a la fin de ce sous-chapitre.

IV.4.1. Lignées cellulaires et CPP

IV.4.1.1. Expression des marqueurs souche

Apres culture des lignées cellulaires en NM ou DM, 1.10° cellules viables sont lavées
en PBS puis reprises dans 80 uL d’une solution de PBS / BSA 3%. Les anticorps
membranaires anti-CD133 et anti-Lgr5, ainsi qu’un marqueur de viabilité (Viobility™
MACS Miltenyi Biotec) sont ajoutés et le tout est incubé 30 min a I’obscurité et a température
ambiante (RT). Apres un lavage au PBS, les cellules sont fixées dans 4% de
paraformaldéhyde (PFA) a 1’obscurité durant 10 min a RT puis lavées au PBS. Ensuite, dans
le but de marquer les protéines intracellulaires, les cellules sont perméabilisées avec un
tampon de perméabilisation Perm buffer III (BD Biosciences) durant 30 min a 4°C. Apres
lavage, les cellules sont resuspendues dans 80 L. de PBS / BSA 3% et les anticorps
intracellulaires anti-Bmil, anti-Oct4 et anti-Nanog sont ajoutés pour une incubation de 30 min
a RT et a ’obscurité. Enfin, un dernier lavage est réalisé puis les cellules sont resuspendues
dans 200 L de PBS puis passées dans un cytometre en flux de type CytoFLEX (Beckman
Coulter). Les résultats sont analysés a I’aide du logiciel Kaluza (Beckman Coulter, version

2.1).

1IV.4.1.2. Expression des checkpoints immuns
Apres culture des lignées cellulaires en NM ou DM, 1.10° cellules viables sont lavées

en PBS puis reprises dans 80 uL d’une solution de PBS / BSA 3%. Les anticorps
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membranaires anti-PD-1, anti-PD-L1 et anti-PD-L2, ainsi qu’un marqueur de viabilité
(Viobility™ , MACS Miltenyi Biotec) sont ajoutés et le tout est incubé 30 min a I’obscurité et
a RT. Apres un lavage au PBS, les cellules sont fixées dans 4% de PFA a RT et a I’obscurité
durant 10 min puis lavées et enfin resuspendues dans 200 yL de PBS. Les échantillons sont
analysés a I’aide du CytoFLEX (Beckman Coulter) et les résultats par le logiciel Kaluza

(Beckman Coulter, version 2.1).

1IV.4.1.3. Analyse du cycle cellulaire

Une fois les cellules cultivées dans les conditions adéquates dépendantes de
I’expérience réalisée, elles sont lavées en PBS froid puis resuspendues dans 1 mL d’éthanol
froid (70%) avant d’€tre placées a -20°C pour la nuit. Le lendemain, elles sont lavées deux
fois puis resuspendues dans 200 L de PBS et incubées durant 20 min avec 50 ug/mL
d’iodure de propidium (IP) ainsi que 20 ug/mL de RNase A. La mesure est effectuée a 1’aide
du CytoFLEX (Beckman Coulter) et 1’analyse réalisée sur le logiciel ModFit LT (Verity

Software House, version 5.0.9).

IV.4.2. Cellules immunitaires

IV.4.2.1. Analyse des proportions cellulaires

Apres traitement des LT avec les EVs des SW480, 1.10° cellules viables sont lavées en
PBS puis reprises dans 80 L d’une solution de PBS / BSA 3%. Les anticorps correspondant
au type cellulaire (LT, LTc, LTh ou LTreg), récapitulés en Tableau 11, sont ajoutés a la
suspension et incubés 30 min a RT et a "obscurité. Apres lavage des cellules au PBS, elles
sont fixées dans 4% de PFA a RT et a ’obscurité durant 10 min. Concernant les LTreg, la
protéine Foxp3 étant intracellulaire, les cellules sont perméabilisées dans le Perm buffer III
(BD Biosciences) durant 30 min a 4°C puis lavées en PBS. Le marquage intracellulaire est
réalisé grace a I’anticorps anti-Foxp3, incubé 30 min a RT dans I’obscurité. Enfin, un dernier
lavage est effectué puis les cellules sont resuspendues dans 200 L. de PBS, analysées au
CytoFLEX (Beckman Coulter) et les résultats sont traités par le logiciel Kaluza (Beckman

Coulter, version 2.1).

Concernant les NK traitées avec les EVs des SW480, 1.10° cellules viables sont lavées
en PBS puis reprises dans 80 L d’une solution de PBS / BSA 3%. Les anticorps anti-CD16
et anti-CD56 sont ajoutés a la suspension et incubés 30 min a RT et a I’obscurité. Apres
lavage des cellules au PBS, elles sont fixées dans 4% de PFA a RT et a I’obscurité durant 10

min puis lavées de nouveau et reprises dans 200 yL de PBS avant d’étre passées au
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CytoFLEX (Beckman Coulter). Les résultats sont retraités par le logiciel Kaluza (Beckman

Coultern version 2.1).

1V.4.2.2. Expression des checkpoints immuns

Apres traitement des cellules avec les EVs des SW480, 1.10° cellules viables sont
lavées en PBS puis reprises dans 80 yL d’une solution de PBS / BSA 3%. Les anticorps
correspondant au type cellulaire (LT ou NK) ainsi que les anti-PD-1, anti-PD-L1 et anti-PD-
L2 sont ajoutés a la suspension et incubés 30 min a RT et a ’obscurité. Apres lavage des
cellules au PBS, elles sont fixées dans 4% de PFA a RT et a I’obscurité durant 10 min. Enfin,
un dernier lavage est effectué puis les cellules sont resuspendues dans 200 yL de PBS,
analysées au CytoFLEX (Beckman Coulter) et les résultats traités par le logiciel Kaluza

(Beckman Coulter, version 2.1).

1V.4.2.3. Analyse du niveau d’activation des cellules

Apres traitement des cellules (LT ou NK) avec les EVs des SW480, 1.10¢ cellules
viables sont lavées en PBS puis reprises dans 80 yL d’une solution de PBS / BSA 3%. Les
anticorps correspondant au type cellulaire (voir IV.4.2.1) sont ajoutés a la suspension ainsi
que I’anticorps anti-CD69 étant un marqueur d’activation. Suite a une incubation de 30 min a
RT et a I'obscurité, les cellules sont lavées en PBS puis fixées dans 4% de PFA a RT et a
I’obscurité durant 10 min. Enfin, un dernier lavage est effectué puis les cellules sont
resuspendues dans 200 uL. de PBS, analysées au CytoFLEX (Beckman Coulter) et les

résultats sont traités par le logiciel Kaluza (Beckman Coulter, version 2.1).
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L. Fluorochromes e .
Protéines A Clones Références | Fournisseurs
couplés
CD133 Brilliant Violet™ 421 7 BLE372807 Ozyme
Lgr5 PE-Vio 770 DA03-22H2.8 130-100-847 Miltenyi Biotec
Bmi1 PE F-9 sc-390443 Santa Cruz
Oct4 Alexa Fluor® 488 3A2A20 BLE653705 Ozyme
Nanog Alexa Fluor® 594 23D2-3C6 BLE674004 Ozyme
PD-1 FITC NAT105 BLE367411 Ozyme
APC 29E.2A3 BLE329707 Ozyme
PD-L1
Brilliant Violet™ 510 29E.2A3 BLE329733 Ozyme
PE MIH18 BLE345505 Ozyme
PD-L2
Brilliant Violet™ 421 MIH18 BDB563842 Ozyme
CD3 Violet Fluor™ 450 SK7 TNB75-0036- Ozyme
T100
CDh4 PE RPA-T4 12-0049-42 Ozyme
CD8 APC SK1 BLE344721 Ozyme
Foxp3 FITC 236A/E7 11-4777-41 Ozyme
CD25 APC M-A251 BLE356109 Ozyme
CD16 APC 3G8 BLE302011 Ozyme
CD56 PE 5.1H11 BLE362507 Ozyme
CD69 Alexa Fluor® 488 FN50 BLE310916 Ozyme

Tableau 11 : Références de I'ensemble des anticorps utilisés en cytométrie en flux

En tant que contrdles de référence, des anticorps isotypiques de chaque fluorochrome
ont été utilisés et pour chacune des expériences de CMF, a la méme concentration que les
anticorps tests afin d’assurer la reconnaissance spécifique des protéines d’intérét. Ces
contrdles isotypiques nous ont également permis de régler les gains des lasers et donc les

différentes fenétres (gates) d’acquisition.

IV.5. Mesure de la prolifération cellulaire

Les lignées SW480 et SW620, cultivées en NM ou en DM, sont ensemencées au
nombre de 5000 cellules par puits dans une plaque 96 puits afin de mesurer leur taux de
prolifération a I’aide du kit BrdU Cell Proliferation Kit (Cell Signaling). Dans un délai d’une
heure post-ensemencement, le BrdU est ajouté sur les cellules pour une durée de 2h puis la

révélation est réalisée conformément aux instructions du fabricant.

En ce qui concerne la lignée SW480 traitée avec des EVs de la lignée SW620, les

cellules sont ensemencées et également laissées a adhérer sur la nuit. Le lendemain, le milieu
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de culture est retiré, un lavage est réalisé en PBS puis sont ajoutés le BrdU et les EVs pour
une incubation allant de 24 a 72h. La révélation de 1’incorporation du BrdU est réalisée

conformément aux instructions du fabricant.

IV.6. Mesure de I'activité métabolique

IV.6.1. Des lignées cellulaires

Une quantit¢ de 5000 cellules, cultivées en milieux normal ou défini, sont
ensemencées dans les puits d’une plaque 96 puits et laissées sur la nuit afin que les cellules
cultivées en NM puissent adhérer. Le lendemain, les cellules sont traitées avec des
concentrations croissantes de 5-FU durant 48h. L’activité métabolique est ensuite mesurée a
I’aide du CellTiter 96® AQuos One Solution Cell Proliferation Assay (Promega)
conformément aux instructions du fournisseur. La valeur d’IC50, concentration de 5-FU
inhibant I’activité métabolique de la moiti€é des cellules, est déterminée graphiquement a

’aide du logiciel GraphPad Prism 7.04.

IV.6.2. De la lignée SW480 traitée par des EVs

Une quantité de 5000 cellules de la lignée SW480 est ensemencée dans les puits d’une
plaque 96 puits et laissée a adhérer sur la nuit. Le lendemain, les cellules sont lavées en PBS
puis traitées avec des EVs provenant de la lignée SW620 durant 24h. Suite a ce traitement, les
cellules sont mises en contact avec des doses croissantes de 5-FU durant 48h puis I’activité

métabolique est mesurée a I’aide du kit présenté en IV.6.1.

1V.6.3. Des CPP traitées par des EVs

Un nombre de 5000 cellules CPP14 ou CPP6 est ensemencé dans des puits d’une
plaque 96 puits et laissé a adhérer sur la nuit. Le lendemain, les cellules sont lavées en PBS
puis traitées deux fois avec des EVs provenant des CPP6 ; chaque traitement étant d’une
durée de 24h. Suite a ces deux rounds de traitement, les cellules sont mises en contact avec
des doses croissantes de 5-FU durant 48h puis I’activité métabolique est mesurée selon les

recommandations du fournisseur (voir IV.6.1).

IV.7. Tests de migration et d’invasion

IV.7.1. Test de migration
Un nombre de 50 000 cellules SW480 est ensemencé dans les puits d’une plaque 96

puits IncuCyte® Imagelock (Sartorius) et laissé a adhérer sur la nuit. Le lendemain, les
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blessures sont créées a 1’aide du WoundMaker™ (Sartorius) puis deux lavages sont réalisés
avec du milieu de culture afin de retirer les cellules décollées lors de la création des blessures.
Les cellules sont ensuite recouvertes de 100 yL de milieu de culture contenant ou non des
EVs de SW620 puis la plaque est placée dans le systtme IncuCyte®. Cette derniere est
scannée toutes les 2h durant 48h afin d’observer la fermeture de la blessure puis I’analyse est

réalisée a 1’aide du logiciel IncuCyte 2021 A (Sartorius).

IV.7.2. Test d’invasion

Comme pour le test de migration, 50 000 cellules de la lignée SW480 sont
ensemencées et laissées a adhérer sur la nuit. Le lendemain, les blessures sont créées de la
méme facon a I’aide du WoundMaker™ puis les cellules lavées avec du milieu de culture.
Ensuite, les cellules sont recouvertes de 50 uL / puits d’une solution de Matrigel® (Corning) a
100 pg/mL puis la plaque est placée a 37°C durant 30 min afin de laisser polymériser le
Matrigel®. Enfin, 100 L de milieu de culture contenant ou non des EVs de SW620 est ajouté
dans chaque puits et la plaque placée dans le systeme IncuCyte®. Cette dernicre est scannée
toutes les 2h durant 48h et I’analyse réalisée dans les mémes conditions que concernant le test

de migration, a I’aide du logiciel IncuCyte 2021A (Sartorius).

IV.8. Mesure de la capacité d’auto-renouvellement

Un nombre de 500 cellules, provenant des lignées SW480 et SW620 cultivées en
milieux normal ou défini, est ensemencé dans une plaque 96 puits classique dans 200 uL de
milieu défini. La plaque est ensuite placée dans le systeme IncuCyte® (Sartorius) et scannée
toutes les 24h durant 7 jours afin d’observer la formation de spheres. L’analyse du nombre de
spheéres formé ainsi que de leur taille est réalisée a 1’aide du logiciel IncuCyte 2021A

(Sartorius).

IV.9. Mesure de la signature électromagnétique (DEP-UHF)

Une fois les cellules cultivées dans les conditions adéquates en fonction de
I’expérience réalisée, elles sont culottées puis une numération ainsi qu’un test de viabilité par
exclusion au bleu trypan (Gibco) sont réalisés. Apres un lavage en PBS, les cellules sont
reprises dans 500 uL. de milieu DEP a une concentration de 1.10¢ cellules / mL. Le milieu
DEP étant un milieu osmotique adapté a 1’électromanipulation et composé d’eau déionisée
supplémentée en sucrose. La mesure de la signature électromagnétique par technique de DEP
est réalisée a 1’aide d’un laboratoire sur puce implémenté dans un canal microfluidique et

composé d’une microélectrode quadripolaire générant un champ électrique non uniforme
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(Figure 19). Brievement, la suspension cellulaire est injectée dans le canal microfluidique puis
une fois les cellules arrivées au niveau de la microélectrode, le flux est stoppé afin de
permettre leur caractérisation individuelle. Un champ électrique a UHF est produit a 1’aide
d’un générateur de signaux radiofréquence et recu par la cellule individuelle stoppée au
niveau du quadrip6le. Cette derniere se retrouve alors repoussée par ce champ et donc bloquée
au centre de la microélectrode quadripolaire. Dans le but de déterminer la signature
électromagnétique de cette cellule, la valeur du champ lui étant appliquée est modifiée
manuellement de facon décroissante dans le but de scanner 1’ensemble de son contenu
intracellulaire. Une fois la signature électromagnétique spécifique de cette cellule atteinte,
cette derniere se retrouve attirée par le champ et vient alors se coller a une des électrodes. La
fréquence obtenue pour attirer la cellule constitue sa fréquence de transition puis cette mesure
individuelle est réalisée sur un nombre conséquent de cellules et reflete la signature
électromagnétique du type cellulaire étudié. Les éléments techniques concernant les
caractéristiques du laboratoire sur puce ainsi que le principe méme de la DEP sont présentés

dans I’article Lambert et al., 2021 exposé en Annexe 1.

IV.10. Analyses statistiques

Les analyses statistiques sont réalisées sur au moins 3 réplicats biologiques en one-
way ANOVA a l'aide du logiciel PAST (version 2.17c). Les valeurs sont exprimées en
moyenne + écart type de type SEM (Standard Error of Mean), excepté pour les mesures de
signatures électromagnétiques exprimées en moyenne + écart type de type SD (Standard
Deviation). Les résultats sont considérés comme statistiquement significatifs avec : * : p-value

<0,05; **: p-value < 0,01 ; *** : p-value < 0,001.
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Chapitre V. Résultats

Utilisation d’un biocapteur basé sur la technique de DEP a UHF pour la détection du
potentiel de transformation des vésicules extracellulaires dérivées de cellules tumorales

Mes travaux de these ont porté sur I'influence des EVs sécrétées par des cellules de
CCR sur la progression tumorale. La technique de DEP a UHF a été utilisée dans le but de
détecter cette influence. Dans un premier temps, cette technique, utilisée précédemment dans
un modele de glioblastome (Manczak et al. 2019; Lambert et al. 2021), a été transposée au
modele de CCR afin de mesurer les signatures électromagnétiques des cellules en fonction des
conditions de culture. Deux lignées cellulaires de CCR ainsi que deux CPP ont été utilisées et
cultivées soit en milieu normal pour favoriser la croissance de cellules différenciées, soit en
milieu défini pour enrichir en CSCs. Apres analyses phénotypiques et fonctionnelles des
cellules en fonction des conditions de culture, elles ont €té caractérisées a I’aide du
biocapteur. Les résultats obtenus étant similaires a ceux observés dans le modele de
glioblastome avec une signature €lectromagnétique systématiquement plus faible des CSCs
dans les lignées cellulaires et les CPP. Ensuite, nous avons étudié le transfert des EVs entre
les cellules tumorales colorectales. Une fois isolées et caractérisées, les EVs sont utilisées
pour traiter des cellules toujours cultivées en milieu normal durant ces expériences, tandis que
les cellules émettrices des EVs ont été cultivées en milieux normal ou défini. Ceci, dans le but
de comparer leurs effets en fonction de leur cellule d’origine. Les premieres expérimentations
ont été réalisées avec les lignées cellulaires SW480 et SW620 provenant du méme patient. La
lignée SW480, correspondant a un stade II, a été traitée par des EVs provenant de la lignée
SW620, correspondant a un stade III, dans I’objectif d’expérimenter un transfert d’agressivité.
La caractérisation biologique des cellules traitées par les EVs a démontré de nombreuses
modifications, différentes en fonction de 1’origine des EVs. En effet, les EVs provenant de
cellules différenciées ont favorisé la prolifération des cellules cibles mais aussi une résistance
thérapeutique au 5-FU. Les capacités d’invasion des cellules traitées ont également été
favorisées par ces EVs mais seulement apres 48h de contact. Le traitement des cellules par
des EVs provenant de CSCs a favorisé I’acquisition de propriétés de résistance au 5-FU, a
mené a une régulation positive de nombreux transcrits de marqueurs souche ainsi qu’a une
capacit¢ d’invasion facilitée apres 6h de traitement. La mesure des signatures
électromagnétiques des cellules traitées a quant a elle mise en évidence des résultats tres

différents en fonction de l'origine des EVs. Les cellules traitées avec des EVs provenant de
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CSCs ont présenté une signature électromagnétique plus faible que les cellules non traitées et
cette évolution a été dépendante du nombre de traitements effectué. A I’inverse, aucune
différence n’a ét€ observée concernant la signature électromagnétique des cellules traitées
avec des EVs provenant de cellules différenciées. Toutefois, une évolution de la répartition de

ces signatures a malgré tout été relevée.

Ensuite, la méme expérience a été réalisée avec des CPP provenant de cultures
primaires de tumeurs colorectales. Dans un premier temps, la CPP14, stade II, a été traitée
avec des EVs provenant de la CPP6 étant un stade IV. Les cellules CPP14 traitées avec des
EVs provenant de CPP6 cultivées en milieu défini (CSCs) ont présenté une surexpression de
marqueurs souche ainsi qu’une tendance (non significative) a la résistance au 5-FU.
Concernant les cellules CPP14 traitées par des EVs de cellules CPP6 différenciées, aucunes
des expérimentations biologiques testées n’ont mises en évidence un quelconque effet des
EVs. A Iinverse, la signature électromagnétique des cellules CPP14 traitées par des EVs de
CPP6, quel que soit le phénotype des cellules émettrices, a augmenté par rapport aux cellules
non traitées. Dans un second temps, la CPP6 a été traitée avec des EVs provenant du méme
type cellulaire mais cultivé en milieu défini (CSCs). Cette fois, aucune expérience biologique
réalisée n’a permis de mettre en évidence un effet des vésicules sur les cellules traitées tandis

que leur signature électromagnétique a diminué en comparaison aux CPP6 non traitées.

Les résultats obtenus mettent en évidence l'intérét de 1’utilisation du biocapteur
permettant une caractérisation du phénotype cellulaire plus rapide et moins coliteuse que les
techniques biologiques classiques. En effet, I’expérience ne dure que quelques heures et ne
nécessite aucun marquage cellulaire préalable. Son utilisation en clinique pourrait donc
permettre de détecter précocement des CSCs et ainsi d’adapter la prise en charge

thérapeutique.

Concernant I’influence du transfert des EVs entre cellules tumorales, le biocapteur
permet de mettre en évidence des changements d’état des cellules traitées, se traduisant par
une évolution de leur signature électromagnétique. Ce changement d’état a parfois méme été
mis en évidence par le biocapteur lorsque les techniques biologiques utilisées ne témoignaient
d’aucun effet. Ceci souligne de la sensibilité et de I’'intérét de ce type de dispositif car les
techniques biologiques sont tres variées et parfois celles testées ne mettent pas en évidence

des changements pourtant bien réels, démontrés par le biocapteur.
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Ces travaux ont fait I’objet d’une publication intitulée « UHF-Dielectrophoresis
Microfluidic Lab-on-a-Chip to detect the transformation potential of extracellular vesicles

derived from Cancer Stem Cells » déposée sur la plateforme Preprints de MDPI, en cours de

soumission au journal Cells.
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Abstract: Cancer stem cells remain a challenge to isolate and characterize because of their plastic
phenotype. Using a microfluidic lab-on-a-chip based on ultra-high frequency dielectophoresis, we
measured the electromagnetic signature of colorectal cancer cells and demonstrated that cancer stem
cells show a distinct and lower electromagnetic signature than differentiated cells. The release of
extracellular vesicles from tumor cells can drive tumor progression and metastasis development. As
extracellular vesicles from cancer stem cells carry more aggressive content, we treated colorectal
cancer cells with these vesicles to test whether the lab-on-a-chip can detect a change in phenotype.
The electromagnetic signature of treated cells is modified in comparison to untreated cells and
sometimes even when no biological change is observed. The lab-on-a-chip provides rapid and rele-
vant result without prior labeling compared to conventional biological approaches. It could be use-
ful in the clinic for early detection of cancer stem cells in the tumor mass and for monitoring the
aggressive potential of extracellular vesicles in the bloodstream in order to adapt therapeutic man-
agement and prevent relapse.

Keywords: colorectal cancer; cancer stem cells; extracellular vesicles; high frequency dielectropho-
resis; microfluidic lab-on-a-chip

1. Introduction

Colorectal cancer (CRC) is the second most diagnosed cancer in women and third
most in men yet mortality in women is 25% lower than in men. Industrialized countries
have the highest rates of CRC but they appear to be stabilizing or even decreasing due to
screening campaigns and increased use of colonoscopy. Despite this, CRC is the fourth
most deadly cancer in the world with nearly 900 000 deaths per year [1]. Furthermore,
almost 25% of newly diagnosed CRC show distant metastasis [2] 50% of patients will de-
velop metastasis during their lifetime [3,4]. Over the last decades, the diagnosis and care
of CRC patients have improved considerably but relapses still occur and may be related
to therapeutic resistance and/or the presence of a minimal residual disease (MRD).

A particular subpopulation within the heterogeneous tumor mass, known as cancer
stem cells (CSCs) or tumor-initiating cells, is incriminated for both phenomena [5,6]. These
are highly plastic undifferentiated cells, resistant to conventional therapies due to their

© 2022 by the author(s). Distributed under a Creative Commons CC BY license.
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stemness and self-renewal capabilities. In CRC, it has been reported a direct correlation
between the number of undifferentiated cells and high risks of relapse [4,7].

Inside the stem cell niche, CSCs communicate with their microenvironment and this
crosstalk relies on the secretion of extracellular vesicles (EVs). These are nanosized mem-
brane vesicles ranging in size from 50 to 150 nm released by exocytosis of multivesicular
bodies (MVB) from both tumor and healthy cells. They are found in all body fluids but
usually, tumor cells release more EVs than their healthy counterparts [15,16].

The function of EVs in tumor development [2-8], drug resistance [2,8] and the transfer
of aggressiveness [2,9-14] in solid cancers is widely documented. EVs act as a way of com-
munication between cells by the exchange of genetic material [15]. We previously demon-
strated that EVs can induce an aggressive phenotype by transferring neutrotrophin recep-
tors (TrkB) to YKL-40-inactivated glioblastoma cells that have lost their aggressive poten-
tial [9]. Similarly, in glioblastoma (GBM), EVs can transfer the EGFRVIII, the truncated
EGEFR receptor associated with tumor progression [17]. In CRC, many studies have high-
lighted the role of EVs on the transfer of aggressiveness. EVs derived from CRC cell lines
can deliver mRNAs, microRNAs and natural antisense RNAs to other solid cancer cell
lines to control their gene expression [10] or to promote the cell migration of a hepatocel-
lular cancer cell line [11]. Colon cancer-derived EVs may stimulate the tumor angiogenesis
by activating endothelial cells [13], promote acquired resistance to 5-FluoroUracile (5-FU)
[18] and facilitate the development and metastasis of CRC [14]. EVs can also affect the
antitumor immune response. Indeed, they facilitate immune escape by inhibiting macro-
phage activation [19], by blocking T cell proliferation and promoting regulator T cell ex-
pansion [20]. In summary, EVs are considered an important source of circulating tumor
biomarkers. Therefore, they could represent an efficient strategy to remotely monitor ex-
changes between CSCs and their microenvironment and thus predict drug resistance, tu-
mor progression or the risk of relapse.

Isolation and characterization of CSCs are difficult because they represent less than
10% of the tumor mass [24] and the biological markers commonly used are shared with
normal stem cells. Moreover, the level of expression of biological markers is not sufficient
to characterize these cells and functional properties need to be explored. All these tech-
niques are time consuming and quite expansive. Thus, the last few years, we developed a
new label-free approach based on the detection of biophysical cell properties. It consists
in measuring the electromagnetic (EM) signature of individual cells by dieletrophoresis
(DEP) technique in the ultra-high frequency (UHF) range. A lab-on-a-chip implemented
in a microfluidic channel allows the manipulation of individual cells to determine their
EM signature called “crossover frequency”. This precise frequency is related to the intra-
cellular content of the characterized cell. CSCs and differentiated cells from brain tumors
have already been characterized with this device [21,22] making it an interesting tool for
CSCs diagnosis in clinical routine.

In this work, we used this lab-on-a-chip on colorectal cancer-derived cells to investi-
gate whether CSCs exhibit a different EM signature than differentiated cells, as previously
observed in brain tumors [21,22]. In addition, EVs derived from CSCs carry more aggres-
sive content than differentiated cells. We therefore performed aggressiveness transfer to
demonstrate that the lab-on-a-chip can monitor phenotypic transformation. Here, we re-
ported that CSCs show a lower EM signature than their differentiated counterparts, in
both cell lines and primary CRC cultures. Moreover, this lab-on-a-chip can detect cellular
changes caused by EVs intake that may eventually be missed in biology. This label-free
technique allows biophysical characterization of cells and could be useful for early detec-
tion of CSCs in the tumor mass to improve the management of CRC patients.
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2. Materials and Methods

2.1 Cell culture

2.1.1 Cell lines and primary cultures of patient

SW480 and SW620 cell lines were purchased from the American Type Culture Col-
lection (ATCC/LGC Promochem, Molsheim, France) and were grown in RPMI 1640 Glu-
taMAX™ (Gibco™, Thermo Fisher, MA, USA) medium supplemented with 10% FBS, 1%
sodium pyruvate and 1% of penicillin / streptomycin (Thermo Fisher).

Two primary cultures from patients (CPP) were gently provided by Julie Pannequin-
from the Institute of Fonctional Genomics (Univ. Montpellier, France) after informed con-
sent of patients (Material Transfer Agreement CNRS 190287). CPP were grown in DMEM
GlutaMAX™ medium supplemented with 10% FBS and 1% penicillin / streptomycin
(Thermo Fisher).

Culture under FBS will be referenced as “Normal Medium” (NM).

2.1.2 Cancer stem cells (CSCs) enrichment

To enrich the cell population in CSCs, cell lines or CPP were cultured for at least one
week in a “Define Medium” (DM): DMEM/F-12 (Thermo Fisher) medium without FBS
but supplemented with 5 pug/mL of insulin, N-2 supplement (1X), 1% of penicillin / strep-
tomycin (Thermo Fisher), 20 ng/mL of EGF and 20 ng/mL of bFGF (MACS Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Germany).

All cell types were cultured at 37°C in a humidified atmosphere of 5% CO2 and 95% air.

2.1.3 Cell treatment with extracellular vesicles (EVs)

To undergo EVs transfer aggressiveness, cells were seeded in a 6-wells plate at
0,25.10¢ cells and treated with EV's from 1.10¢ cells (NM or DM cultured cells) resuspended
in a “exo-free” culture medium. Exo-free culture medium is a conventional culture me-
dium with EVs-deprived FBS by ultracentrifugation at 120 000g for 16h. Cells were treated
for 24h or 72h, once or twice with the same amount of EVs each time.

2.2 Extracellular vesicles

2.2.1 Isolation

Cells were seeded in a T75 flask at 1.10¢ cells for 10 mL of medium and cultured for
48h before collection of culture supernatant. To collect EVs, the culture supernatant was
ultracentrifugated at 120 000g for 90 min twice to pellet and wash vesicles. Then, EVs were
resuspended in phosphate-buffered saline (PBS, Thermo Fisher) for nanoparticle tracking
analysis (NTA) or in culture medium for cell treatment or in RIPA buffer for western blot
analysis.

2.2.2 Nanoparticle tracking analysis (NTA)

NTA was performed using NanoSight NS300 (Malvern Panalytical Ltd.) with specific
parameters according to the manufacturer’s user manual (NanoSight NS300 User Manual,
MANO0541-01-EN-00, 2017). Captures and analysis were achieved by using the built-in
NanoSight Software NTA3.3.301 (Malvern Panalytical Ltd.). The camera level was set at
14 and the detection threshold was fixed at 5. Samples were diluted in PBS (Thermo
Fisher) and their concentration was adjusted by observing a particles/frame rate of around
50 (30-100 particles/frame). For each measurement, five consecutive 60-s videos were rec-

orded under the following conditions: cell temperature—25 °C, syringe speed —22 uL/s
(100 a.u.). Particles (EVs) were detected using a 488 nm laser (blue), and a scientific CMOS
camera. Among the information given by the software, the following were studied: mode
(i.e., the most represented EVs size population), the percentage of EVs between 50-150 nm


https://doi.org/10.20944/preprints202210.0276.v1

Preprints (www.preprints.org) | NOT PEER-REVIEWED | Posted: 19 October 2022 d0i:10.20944/preprints202210.0276.v1

4 of 21

and particles/mL. Using the last one and the number of cells collected, we calculated an
EVs/cell ratio for each condition.

2.3 RNA extraction and RT-qPCR

Total RNA was extracted using RNeasy kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to
the manufacturer’s instructions and quantified by NanoDrop 2000 (Thermo Fischer). For
RT-qPCR analyses, 2 pg of RNA was reverse-transcribed into cDNA using the cDNA Ar-
chive kit (Applied Biosystems, MA, USA). Quantitative gene expression was performed
using SensiFAST Probe Hi-ROX kit (Bioline, London, UK) on QuantStudio 5 (Thermo
Fischer) and stemness related genes (PROMI1, NANOG, SOX2, POU5F1, BMI1, LGR5)
were analyzed. Results were normalized to GADPH and HPRT1 expressions and analyzed
using the AACt method (control condition defined as 1).

2.4 Western blot

After collection, EVs were resuspended and lysed in RIPA buffer (50 mM Tris-HCI,
pH 7.4, 1% NP-40, 0.5% Na-deoxycholate, 0.1% SDS, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 50 mM
NaF) supplemented extemporaneously with a cocktail of protease inhibitors (Roche, Bale,
Switzerland). Samples were separated on a 12% SDS-polyacrylamide gel electrophoresis,
transferred to polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane, blocked for 1 h in 5% (w/v)
bovine serum albumin (BSA) in PBS and probed overnight at 4 °C with primary antibodies
specific of EVs (Alix, Hsc70 and CD9). Membranes were then incubated with the proper
secondary antibodies for 1 h and proteins revealed by Immobilon ECL Ultra (Merck Mil-
lipore, MA, USA) using a G-box imager with GeneSnap software (Syngene).

2.5 Flow cytometry

2.5.1 Stemness markers

Differentiated cells (NM) or CSCs (DM) were rinsed in PBS and 1.10¢ cells were la-
belled with extracellular anti-CD133, anti-Lgr5 and viability marker antibodies. Cells were
incubated 30 min at RT in the dark, washed in PBS and then fixed 10 min in 4% PFA. After
a wash, cells were permeabilized 30 min at 4°C in Perm buffer III (BD Biosciences, Le Pont
de Claix, France). Finally, cells were labelled with intracellular antibodies of anti-Bmil,
anti-Oct4 and anti-Nanog for 30 min at RT in the dark. Samples were analyzed with a
CytoFLEX flow cytometer (Beckman Coulter, CA, USA). Data analysis was performed us-
ing Kaluza software (v2.1, Beckman Coulter).

2.5.2 Cell cycle analysis

Cells were washed with ice-cold PBS, resuspended in ice-cold 70% ethanol and
placed at -20°C overnight. The next day, after a wash, cells were incubated 20 min with
RNase A (Sigma Aldrich, MO, USA) and Propidium Iodide (PI) before analysis on a Cy-
toFLEX flow cytometer (Beckman Coulter). Results were analyzed using ModFit LT™
software (v5.0.9, Verity Software House, ME, USA).

2.6 Proliferation Assay

Five thousand cells were seeded in a 96-well plate and proliferation was measured
using BrdU Cell Proliferation Assay Kit (Cell Signaling, MA, USA) according to the man-
ufacturer’s instructions. Absorbance was measured at 450 nm with a Multiskan FC
Thermo Scientific microplate photometer (Thermo Fisher).

2.7 Metabolic activity assay

Five thousand cells were seeded in a 96-well plate and treated or not by EVs from
NM or DM cultured cells for 24 or 72h at the same ratio as. After 24 or 72h of treatment,
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cells were treated with decreasing doses of 5-FU for 48h (500 uM to 1 uM). Cell toxicity

®
was measured using CellTiter 96 AQ One Solution Cell Proliferation Assay
ueous

(Promega, WI, UA) according to the manufacturer’s instructions and ICso was determined
graphically (GraphPad Prism 7.04).

2.8 Migration and invasion assays

Fifty thousand cells were seeded in an Incucyte® Imagelock 96-well Plate (Sartorius,
Goettingen, Germany) and scratch migration and invasion assays were performed accord-
ing to the manufacturer’s instructions. Briefly, cells were seeded and allowed to adhere
overnight. The next day, wounds were created with the 96-well WoundMaker™ (Sarto-
rius), cells were washed twice and 100 pL of culture medium containing or not EVs was
added to the wells.

For invasion assay, after wound creation, cells were overlay with 50 puL of Matrigel®
(Corning, NY, USA) solution. After 30 min at 37°C for Matrigel® polymerization, 100 uL
of culture medium containing or not EVs was added to the wells. The plate was placed in
the Incucyte® system (Sartorius) and wound closure was analyzed every 2h for 2 days
using IncuCyte 2021 A software (Sartorius).

2.9 Self-renewal capacity

Five hundred of NM or DM cultured cells were seeded in a 96-well plate in define
medium for 7 days and analyzed every 24h with the Incucyte® system (Sartorius) and
analyzed using IncuCyte 2021A software (Sartorius).

2.10 UHF-DEP Crossover frequency measurement

With UHF-DEP, we are able to electromanipulate particles, such as biological cells.
In a microfluidic channel is implemented a quadrupole electrode in which a suspension
of individual cells is injected. The microfluidic flow allows to stop a single cell at the center
of the microelectrode for its individual DEP characterization (Figure 1H). Signals in the
Ultra-High Frequency (UHF) range of 30-450 MHz are used to probe the intracellular con-
tent of the cell. The movement of the cells from a “repulsive” state (nDEP) at the center of
the quadrupole to an “attractive” state (pDEP) at one edge of the electrodes is done at a
specific frequency called “crossover frequency” which is the cell’s electromagnetic signa-
ture. The measurement of this crossover frequency allows to discrimintate cells by meas-
uring the dielectric properties of their cytoplasmic content without any labeling. For fur-
ther information, please see our precedent publication [21].

2.11 Statistical analysis

Values are represented by mean + SEM obtained from at least three independent ex-
periments except values from DEP analyses, represented as mean + SD. Statistical analysis
was performed using PAST software (version 2.17c) by one-way ANOVA (*: p <0.05, **:
p <0.01, **: p <0.001).

3. Results

3.1. Cancer stem cells from colorectal cancer cell lines show a lower EM signature than their
differentiated counterparts

To test the lab-on-a-chip on CRC, two cell lines from the same CRC patient: SW480
as a stage Il and SW620 as a stage III (tumor-invaded lymph nodes) were chosen. Each cell
line was cultured under two distinct conditions: Normal Medium (NM) to enrich cell pop-
ulation in differentiated cells or Define Medium (DM) to enrich in CSCs. Define medium
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is a medium without FBS but supplemented with growth factors to generate stress on cells
and force them to acquire stem-like cells properties. As shown in Figure 1A, cells cultured
in DM are no longer adherent but grow as colonospheres, resulting in the acquisition of
“stemness” properties. To confirm that these conditions induce a phenotypic shift to
CSCs, we assessed their phenotypical and functional properties. Both cell lines cultured
under define medium overexpress almost all stemness tested genes (CD133, Sox2, Oct4).
Interestingly for both cell lines, stem-like cells underexpress Lgr5 which is related to the
level of cell activation, and SW620-DM overexpress Bmil which is correlated to a quies-
cence state (Figure 1B). The same markers were investigated by flow cytometry to analyze
their protein counterparts. No significant differences were observed with SW480 cell line
whereas all markers were overexpressed by SW620 cells cultured in DM compared to
SW620-NM, except from CD133 (Figure 1C). The SW480 cell line appears to require a
longer time in define medium to overexpress these markers than the SW620 cell line, sug-
gesting that stage Ill-derived cells have a more pronounced “cancer stem cells” burden.
Indeed, SW620 cells always overexpress stemness related proteins compared to SW480
cells, regardless of culture conditions (Figure S1B). Since an overexpression of stemness
related markers is not sufficient to consider a cell as a CSC, we explored its functional
properties as well. For both cell lines, stem-like cells show a lower proliferation rate than
differentiated cells (Figure 1D). Furthermore, the proportion of SW480-DM cells in the
G2/M phase of the cell cycle is higher than that of SW480-NM cells, while the rate of cells
in the GO/G1 phase is higher for SW620-DM cells than for SW620-NM cells (Figure 1G),
consistent with the aforementioned overexpression of Bmil. In a similar way, cellular re-
sponse to 5-FU chemotherapy treatment (chemoresistance) was assessed by measuring
metabolic activity and stem-like cells show a 5-fold higher IC50 than the differentiated
ones (Figure 1E). Finally, we explored the ability of cells to self-renew by culturing them
in define medium for seven days. For both cell lines, stem-like cells form more and larger
colonospheres (Figure 1F). Altogether, these results allow us to consider cells cultured
under define medium as cancer stem cells. In a previous work, we biophysically charac-
terized brain tumor cells and the U87-MG glioblastoma cell line with the lab-on-a-chip
and established a first EM signature related to it. Our results demonstrated that CSCs dis-
play a lower EM signature in the fx02 range whereas no difference was observed in the
£x01 range [21]. On this basis, the £x02 range was selected to test CRC cells in our experi-
ments. Similar results were observed for both CRC cell lines, as previously in the brain
model, the EM signature is lower in CSCs than in differentiated cells (Figure 1I). Further-
more, we observe a complete change in electromagnetic signatures between CSCs and
differentiated cells. For both cell lines, almost 100% of the differentiated cells show a cross-
over frequency between 200 and 400 MHz (88% for SW480 and 100% for SW620) while
both CSCs show 100% of the cells between 0 and 100 MHz (Table 1, Figure S1I).
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Figure 1. Characterization of cell lines and their extracellular vesicles according to culture condi-
tions. (A) Cells were cultured under Normal Medium (NM) or Define Medium (DM) to enrich cell
population in differentiated cells or CSCs. To validate culture conditions, stemness related genes (B)
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and stemness markers (C) were analyzed. Functional properties were explored with proliferation
(D), response to chemotherapy (E), self-renewal capacity (F) and cell cycle analysis (G). The EM
signature of both cell types was measured at UHF (fx02) with a lab-on-a-chip (H-I). EVs from SW620
cells (differentiated cells or CSCs) were collected by ultracentrifugation (J) and expression of EVs
markers was assessed by western blot (K). NTA was performed on EVs regarding size distribution
(L), percentage of EVs between 50 and 150 nm (M) and number of secreted EVs per cell (N). All
results are represented as mean + SEM except EM signatures represented as mean + SD, NS p-value
indicate not significant result, * p-value < 0.05, ** p-value < 0.01, *** p-value < 0.001 using one-way
ANOVA test.

Table 1. Cell proportions per frequency range for colorectal cancer cell lines

SW480 SW620
Normal medium Define medium Normal medium Define medium
0-100 MHz 0% 70% 0% 78%
100-200 MHz 12% 30% 0% 22%
200-300 MHz 68% 0% 24% 0%
300-400 MHz 20% 0% 76% 0%

Although these results confirm that CSCs are enriched in both CRC cell lines cultured
in define medium, SW480-DM and SW620-DM are not dependent of the same step of cell
cycle. Thus, SW480-DM appear to be a proliferative type of CSCs while SW620-DM appear
to be a quiescent one. This EM signature is consistent with those previously obtained for
glioblastoma and medulloblastoma tumors [21,22].

3.2. Extracellular vesicles transfer some aggressive properties and this change in state can be de-
tected by biophysics in colorectal cancer cell lines

As EVs transfer genetic and protein materials derived from tumors, CSCs-derived
EVs might transfer additional tumor aggressiveness compared to differentiated cells due
to their more aggressive content. Indeed, our previous results put on evidence that EVs
from undifferentiated cells related to CSCs transferred tumor aggressiveness to less ag-
gressive tumor cells. In this context, SW480-NM (early-stage) was treated with EVs from
the SW620 cell lines (late-stage) to assess a putative aggressiveness transfer. After cultur-
ing the SW620 cell line under both culture conditions, supernatant were ultracentrifu-
gated to collect EVs (Figure 1]). NTA and western blot analyses confirmed their charac-
teristics and CSCs secrete less EVs than differentiated cells (Figure 1K-N). The SW480 cell
line, cultured in NM, was treated once for 24h with EVs derived from SW620 cell line
(cultured in NM or DM) (Figure 2A). Analysis of stemness-related gene expression
demonstrated that cells treated with EVs from SW620-DM overexpress CD133, Sox2 and
Lgr5 whereas no difference was observed with EVs from SW620-NM (Figure 2B). Con-
versely, cells treated with EVs from SW620-NM show a higher proliferation rate that in-
creases overtime, although no change was observed with EVs from SW620-DM (Figure
2C). Strikingly, this lack of change when cells are treated with EVs derived from CSCs
suggests that these cells may be blocked in GO/G1 phase like SW620-DM cells, but the
distribution in the cell cycle remains unchanged (Figure 2D). Regarding the response to
chemotherapy, both types of EVs result to a 3-fold higher IC50 of treated cells (Figure 2E).
Migration and invasion can lead to metastasis, a main hallmark of cancer [24]. These abil-
ities were investigated upon EVs treatment, and no difference is observed on migration
(Figure 2F) but both types of EVs improve the invasion of SW480-NM. Nevertheless, EVs
derived from SW620-DM significantly enhance invasion properties that are triggered only
6 hours after treatment whereas the effect of EVs from SW620-NM is delayed to 48 hours
(Figure 2G). Since the phenotype of targeted cells could be influenced by EVs derived
from CSCs, the EM signatures of SW480-NM treated with EVs from the SW620 cell line


https://doi.org/10.20944/preprints202210.0276.v1

Preprints (www.preprints.org) | NOT PEER-REVIEWED | Posted: 19 October 2022 d0i:10.20944/preprints202210.0276.v1

10 of 21

were measured to demonstrate that the effects of EVs are not restricted to biological mod-
ifications. Cells treated with EVs from CSCs show a lower EM signature than untreated
cells (Figure 2I), whereas the EM signature remains the same with EVs from differentiated
cells (Figure 2H). To determine if the amount of EVs influences the treated cells in a dose-
dependent manner, cells were treated twice for 72h. No dose effect is observed for cells
treated with EVs from SW620-NM while the EM signature is even lower for cells treated
with EVs from CSCs (Figure 2H,I). However, we observe a slight redistribution of the EM
signatures with the appearance of cells with an EM below 100 MHz and 10% of additional
cells with an EM higher than 300 MHz for cells treated once with EVs from SW620-NM,
and 17% when treated twice (Table 2 and Figure S2B).

Table 2. Cell proportions per frequency range for SW480 treated with EVs

SW480 + EVs SW620 NM + EVs SW620 DM
Normal medium 24h 72h 24h 72h
0-100 MHz 0% 3% 2% 12% 15%
100-200 MHz 12% 19% 19% 31% 51%
200-300 MHz 68% 48% 42% 45% 27%
300-400 MHz 20% 30% 37% 11% 8%
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Figure 2. Impact of EVs derived from SW620 on the SW480 cell line. (A) SW480-NM cells were
treated once for 24 h with EVs derived from the SW620 cell line (NM or DM cultured cells) to test
an aggressiveness transfer. To assess the biological effects of this treatment, stemness related genes
(B) were analyzed, as well as the proliferation rate (C), cell cycle (D) and chemotherapy response
(E). The ability of cells to migrate (F) or invade (G) has also been explored (*: +EVs SW620 versus
untreated SW480, £: +EVs SW620 NM versus untreated SW480) and EM signatures measured (H-I).
All results are represented as mean + SEM except EM signatures represented as mean + SD, NS p-
value indicate not significant result, * and £ p-value < 0.05, ** p-value < 0.01, *** p-value < 0.001 using
one-way ANOVA test.

Both types of EVs influence treated cells but not at the same level. EVs from CSCs
lead to the overexpression of some stemness-related genes, EVs from differentiated cells
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promote proliferation while both types enhance invasion and metabolic activity. Regard-
ing the EM signatures, the lab-on-a-chip appears to detect a difference only for cells
treated with EVs from CSCs. Since part of the biological changes triggered by CSCs de-
rived-EVs are correlated with the change in EM signature, EM signature might be of pri-
mary importance to monitor the phenotypic transformation induced by the transfer of
aggressive content from EVs.

3.3. Cancer stem cells from primary cultures of patient show a lower EM signature than their
differentiated counterparts

To achieve a proof of concept in clinical conditions, our first results were transposed
to tumor cells from CRC patients. Two primary cultures of patient (CPP) from primary
tumors were used: CPP14 from a stage I and CPP6 from a stage IV (metastasis stage). As
above, cells were cultured in the same two culture conditions and in define medium, they
grow as colonospheres (Figure 3A) and overexpress all stemness related genes except
Bmil and Lgr5 (Figure 3B). As for cell lines, CSCs show a lower EM signature compared
to differentiated cells (Figure 3C). Compared to cell lines and CPP6, EM signature of CSCs
from CPP14 is not opposite to that of differentiated CPP14, there is just a loss of cells be-
tween 200 and 300 MHz and an enrichment of cells between 0 and 100 MHz. For CPP6,
100% of differentiated cells are between 100 and 400 MHz while only 15% of CSCs are
(Table 3 and Figure S3B).

Table 3. Cell proportions per frequency range for primary cultures of patient

CPPr14 CPP6
Normal medium Define medium Normal medium Define medium
0-100 MHz 29% 55% 0% 85%
100-200 MHz 53% 45% 35% 15%
200-300 MHz 18% 0% 49% 0%
300-400 MHz 0% 0% 16% 0%

Like CRC cell lines, both CPP show the same behavior with a distinct EM signature
for CSCs and always lower than cells cultured in normal medium.
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Figure 3. Characterization of primary cultures of patient and their extracellular vesicles according
to culture conditions. (A) Two primary cultures of patients at different stages of CRC were cultured
under NM or DM to enrich cell population in differentiated cells or in CSCs. The expression of
stemness-related genes (B) was explored and EM signatures (C) measured. EVs from CPP6 (NM or
DM cultured cells) were collected by ultracentrifugation (D) and expression of EVs markers was
assessed by western blot (E). NTA was performed on EVs regarding size distribution (F), percentage
of EVs between 50 and 150 nm (G) and number of secreted EVs per cell (H). All results are repre-
sented as mean + SEM except EM signatures represented as mean + SD, NS p-value indicate not
significant result, * p-value < 0.05, ** p-value < 0.01, *** p-value < 0.001 using one-way ANOVA test.
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3.4. Extracellular vesicles from primary cultures of patient can transfer aggressive properties and
induce EM signature changes detected by biophysics

To demonstrate the transfer of aggressiveness due to EVs derived from aggressive
cells, CPP14-NM cells were treated with EVs from CPP6 derived from a metastatic tumor
(stage IV). CPP6 was cultured under normal or define medium to collect EVs by ultracen-
trifugation (Figure 3D). Both types of vesicles express specific EVs markers such as Alix,
Hsc70 and CD9 (Figure 3E) and are between 50 and 150 nm in size (Figure 3F,G). Never-
theless, as previously described, CSCs tend to secrete less EVs than differentiated cells
(Figure 3H). As with the cell lines, CPP14-NM were treated with EVs from CPP6-NM or
CPP6-DM. Since the EM signature result for SW480-NM treated with EVs from SW620-
DM was more pronounced with a two-step treatment for 72h, we chose to keep only this
treatment (Figure 4A). When CPP14-NM are treated with EVs from CPP6-DM, they over-
express Nanog, Sox2 and Oct4, whereas with EVs from CPP6-NM, cells significantly un-
derexpress CD133, Nanog and Oct4 (Figure 4B). In contrast, no significant effect of EVs on
cell cycle (Figure 4C) or 5-FU response is obtained, although there is a trend toward in-
creased metabolic activity, especially for cells treated with EVs from CSCs (Figure 4D).
Strikingly, regardless of the origin of EVs used to treat CPP14-NM cells, the EM signatures
increase significantly upon treatment suggesting that the biological changes (increase of
CSCs-related genes) that were previously observed are not related to the change in EM
signatures (Figure 4E,F, Table 4).

Table 4. Cell proportions per frequency range for CPP14 treated with EVs

CPP14 +EVs CPP6 NM  + EVs CPP6 DM
Normal medium 72h 72h
0-100 MHz 0% 2% 2%
100-200 MHz 12% 34% 37%
200-300 MHz 68% 60% 60%
300-400 MHz 20% 5% 1%

Both EVs alter the state of treated cells with a distinct higher EM signature. Biologi-
cally, we only see an overexpression of some stemness related genes for cells treated with
EVs from CSCs and a trend toward increased metabolic activity.
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Figure 4. Impact of extracellular vesicles from CPP6 on CPP14 cells. (A) EVs from CPP6 cells (NM
or DM cultured cells) were used to treat CPP14-NM cells twice and for 72h. To assess the biological
effect of EVs, expression of stemness related genes (B), cell cycle (C), chemotherapy response (D)
and EM signatures (E-F) were analyzed. All results are represented as mean + SEM except EM sig-
natures represented as mean + SD, NS p-value indicate not significant result, * p-value < 0.05, ** p-
value < 0.01, *** p-value < 0.001 using one-way ANOVA test.
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3.5. Extracellular vesicles from the same primary culture of patient have an impact on their EM
signature

Because CPP14 and CPP6 come from two CRC patients, they are genetically different
and come from a different microenvironment, so we treated CPP6-NM with EVs from the
same CPP but cultured in define medium, twice for 72h (Figure 5A). Unfortunately, we
do not see any difference in stemness markers expression, cell cycle distribution or re-
sponse to 5-FU upon treatment (Figure 5B-D). Interestingly, we observe a distinct and
lower EM signature when cells are treated with EVs from CSCs (Figure 5E).

Table 5. Cell proportions per frequency range for CPP6 treated with EVs

CPP6 + EVs CPP6 DM
Normal medium 72h
0-100 MHz 0% 7%
100-200 MHz 35% 46%
200-300 MHz 49% 45%
300-400 MHz 16% 2%

No biological effects are observed when CPP6-NM are treated with EVs from CPP6-
DM but the EM signature is lower. This does not mean that no biological change has occur
but that those testes have not evolved with EVs intake. Moreover, this result highlights
the relevance of the EM signature which is complementary to biological analysis and can
reveal changes that may be missed in biology.
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Figure 5. Impact of extracellular vesicles from CPP6 on the same type of cells. (A) EVs from CPP6
cultured under define medium were used to treat CPP6-NM cells twice and for 72h. To undergo the
biological effect, stemness related genes (B), cell cycle (C), chemotherapy response (D) and EM sig-
natures (E) were analyzed. All results are represented as mean + SEM except EM signatures repre-
sented as mean + SD, NS p-value indicate not significant result, * p-value < 0.05, ** p-value < 0.01, ***
p-value < 0.001 using one-way ANOVA test.

4. Discussion

Our work highlights the relevance of our lab-on-a-chip using UHF-DEP analysis to
discriminate and track cells status. Previously, the lab-on-a-chip allowed us to distinguish
differentiated cells and CSCs in two types of brain tumors. In both cases, the study re-
vealed that CSCs show a distinct and consistently lower EM signature than differentiated
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cells [21,22]. Our first goal was to transfer this technology to CRC to determine if the
changes in EM signatures are solely a signature of brain tumors or if they can be applied
to other tumors. Our main objective is to demonstrate that EM signatures can be modified
when tumor cells are treated with EVs derived from aggressive tumor cells related to
CSCs. By culturing cells in a define medium to enrich in CSCs, we observed in cell lines
and in primary cultures of CRC patient that CSCs show a distinct and consistently lower
EM signature than differentiated cells.

The characterization and discrimination of CSCs in a heterogeneous tumor mass re-
mains a challenge since their discovery two decades ago. Initially, the scientific commu-
nity thought that only stemness markers were needed to label a cell as a CSC. For many
years, a lot of scientists have tried to find the best markers and characterization techniques
to identify CSCs [5]. Since these markers are also expressed by normal stem cells, only
their expression level could be useful to distinguish normal from cancer stem cells. Next,
functional properties were assessed to complete the phenotypic characterization and to
overcome the lack of universal CSC markers. Unfortunately, new evidence of massive cel-
lular plasticity has emerged in recent years and has been adopted by the scientific com-
munity as a new “Hallmark of Cancer” in 2022 [24]. Due to this dynamic plasticity, it is
more complicated to qualify a cell as a CSC based on phenotypic and functional charac-
terizations. Moreover, these techniques are expensive, time consuming and require spe-
cial equipment not still available in laboratories. Although these approaches are time con-
suming, they were necessary to ensure that cells cultured in define medium were enriched
in CSCs. In contrast, UHF-DEP analysis allows us to characterize and discriminate CSCs
in a short time of about one hour without prior labeling.

Second, as EVs have received increasing interest in recent years due to their ability
to transfer aggressive properties to other cells or cells in the tumor microenvironment [2,9-
14] (tumor cells, immune cells, stromal cells ...), we wanted to test whether the lab-on-a-
chip could detect a phenotypic change induced by EVs intake. We started with two cell
lines from the same CRC patient. Based on EVs cargo secreted by CSCs carry more ag-
gressive properties than those secreted by differentiated cells, SW480 cell line cultured
under normal medium (SW480-NM) was treated with EVs from the SW620 cell line cul-
tured under normal or define medium (SW620-NM or SW620-DM). Biological results con-
firm that stemness related genes (CD133, Sox2, Lgr5) were overexpressed by cells treated
with EVs from CSCs. In contrast to the proliferation rate which was mainly increased in
cells treated with EVs from differentiated cells. Regardless of the EVs treatment, resistance
to chemotherapy increased threefold. No EM signature changes were detected between
native SW480 and SW480 treated with EVs derived from SW620-NM suggesting that the
EV content of the latter is unlikely to increase SW480 aggressiveness and induce the ac-
quisition of stemness properties. On the contrary, when SW480 were treated with SW620-
DM, the EM signature was significantly reduced compared to untreated SW480. Similar
experiments were performed with primary CRC cells derived from two patients. How-
ever, treatment of early-stage primary cells (CPP14) with EVs from primary cells derived
from a late-stage tumor (CPP6) was achieved to determine if EVs are able to transfer tumor
aggressiveness as previously demonstrated in glioblastoma [9]. As expected, gene expres-
sion analysis confirms that only CPP14 treated with EVs from CPP6-DM overexpress
genes related to CSCs (Nanog, Sox2, Oct4), suggesting that the ability of EVs to transfer
aggressiveness depends on the nature of the cells that released them. The results also show
that the cell cycle distribution was not altered by EVs intake compared to untreated cells
and that the metabolic activity tended to increase by the supply of EVs from CSCs. Strik-
ingly, the EM signatures increased with both EVs indicating a phenotypic change even for
cells treated with EVs from differentiated cells while no biological changes were detected.
This experiment suggests that the lab-on-a-chip might help to detect changes that are dif-
ficult to demonstrate by conventional biological approaches. In contrast, the last experi-
ment showed that when CPP6-NM cells were treated with EVs from CPP6-DM, they re-
tained similar phenotypic characteristics. However, the EM signature is significantly
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reduced upon treatment, confirming that biophysical properties are relevant for detecting
changes that can potentially be missed in biology. The lab-on-a-chip provides relevant
results without pre-labeling and is less expensive to use than most biological techniques.
It allows to distinguish CSCs from differentiated cells in several types of solid tumors but
also to follow the cells to see their evolution [21, 22]. We used it to track cells treated with
EVs, but it could be used on liquid biopsies to detect EVs in peripheral blood and monitor
their aggressive potential even before analyzing their contents. The analysis of the EM
signature of EVs would complement their biological analysis and allow assessment of tu-
mor heterogeneity and the risk of relapse induced by the transfer of genetic and protein
materials from therapy resistant cells. In addition, the development of a sorting device
based on this technology could be used to isolate CSCs from the tumor mass. The isolation
of CSCs will be faster and less expensive than conventional techniques based on pheno-
typic and functional properties of the cells without altering their properties by prior label-
ling. As a high number of undifferentiated cells is known to correlate with a high risk of
relapse in CRC [4,7], this tool would allow potential early detection of the CSCs subpop-
ulation in the tumor and therefore adapt the care of CRC patients.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at:
www.mdpi.com/xxx/s1, Figure S1: Characterization of cell lines according to culture conditions;
Figure S2: Impact of EVs derived from SW620 on the SW480 cell line; Figure S3: Characterization of
primary cultures of patient according to culture conditions; Figure S4: Impact of EVs derived from
CPP6 on cells.
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Figure S1. Characterization of cell lines according to culture conditions. Two colorectal
cancer cell lines (SW480 and SW620) were cultured in Normal Medium (NM) or Define
Medium (DM) to enrich cell population in differentiated cells or in CSCs, respectively. Mean
Fluorescence Intensity (MFI) of stemness markers was assessed according to culture
conditions for each cell line (A-B). Cell lines were compared to each other according to culture
conditions for stemness markers (B), stemness related genes expression (C), proliferation rate
(D), self-renewal capacity (E), cell cycle (F) and response to chemotherapy (G). The EM
signature of both cell types was measured at UHF and cell proportions in 100 MHz increments
are shown (I). All results are represented as mean + SEM except EM signatures represented as
mean + SD, NS p-value indicate not significant result, * p-value < 0.05, ** p-value < 0.01, *** p-
value < 0.001 using one-way ANOVA test.
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Figure S2. Impact of EVs derived from SW620 on the SW480 cell line. SW480-NM cells were
treated once for 24 h (purple and light blue conditions) or twice for 72h (pink and green
conditions) with EVs derived from the SW620 cell line (NM or DM cultured cells). Stemness-
related genes were analyzed (A) according to treatment conditions, blue dotted line
corresponding to untreated cells. The EM signature of cells treated with EVs from SW620-NM
(B) or SW620-DM (C) were measured at UHF and cell proportions in 100 MHz increments are
shown. All results are represented as mean + SEM except EM signatures represented as mean

+ SD, NS p-value indicate not significant result, * p-value < 0.05, ** p-value < 0.01, *** p-value <
0.001 using one-way ANOVA test.
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Figure S3. Characterization of primary cultures of patient according to culture conditions.
Two colorectal primary cultures of patients (CPP14 and CPP6) were cultured in Normal
Medium (NM) or Define Medium (DM) to enrich cell population in differentiated cells or in
CSCs, respectively. CPP were compared to each other according to culture conditions for
stemness related genes (A). The EM signature of CPP according to culture was measured at
UHF and cell proportions in 100 MHz increments are shown (B). All results are represented as
mean *+ SEM except EM signatures represented as mean * SD, NS p-value indicate not
significant result, * p-value < 0.05, ** p-value < 0.01, ** p-value < 0.001 using one-way ANOVA
test.
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Figure S4. Impact of EVs derived from CPP6 on cells. CPP14-NM cells were treated twice for
72h with EVs from CPP6-NM (A) or CPP6-DM (B). CPP6-NM cells were treated twice for 72h
with EVs from CPP6-DM (C). The EM signature of treated cells was measured at UHF and cell
proportions in 100 MHz increments are shown. All results are represented as mean = SEM
except EM signatures represented as mean * SD, NS p-value indicate not significant result, * p-
value < 0.05, ** p-value < 0.01, *** p-value < 0.001 using one-way ANOVA test.



Effets de vésicules extracellulaires sécrétées par des cellules tumorales colorectales sur le
profil des cellules immunitaires a activité cytotoxique

Mes travaux de these ont porté sur I'influence des EVs sécrétées par des cellules de
CCR sur la progression tumorale. Dans un premier temps, cette influence a été étudiée entre
les cellules tumorales a I’aide du biocapteur afin de mettre en évidence une potentielle
coopération entre les différents types cellulaires formant la masse tumorale. Dans un second
temps, cette influence a été étudiée vis-a-vis des cellules immunitaires. Comme évoqué en
Chapitre III, les EVs présentent de nombreux rdles pro-tumoraux et 1’un d’entre eux est
I’immunomodulation. En effet, elles sont sécrétées par les cellules tumorales afin d’inhiber
spécifiquement les cellules immunes et d’échapper a la surveillance antitumorale. Dans le
CCR, il a été démontré que les EVs de cellules tumorales pouvaient avoir une influence sur de
nombreux types cellulaires immuns (Lafitte, Lecointre, et Roche 2019; Mannavola et al.
2019; Popeéna et al. 2018; Yamada et al. 2016). Nous avons donc souhaité évaluer quels
seraient les impacts des sécrétions d’EVs par des cellules tumorales colorectales sur le profil
des cellules immunitaires. Nous nous sommes principalement intéressées au potentiel effet
inhibiteur sur ces cellules, physiologiquement traduit par I’engagement de PD-1 et ses

ligands.

Afin d’étudier le role des EVs sur les cellules immunes, nous avons de nouveau utilisé
la lignée SW480, cultivée en milieux normal ou défini dans le but d’évaluer les effets des
vésicules en fonction de leur origine (cellules différenciées ou CSCs). Le phénotype de CSC
ayant été vérifié précédemment et les résultats étant a retrouver dans 1’article prochainement
soumis au journal Cells. Dans un premier temps, nous avons vérifié que cette lignée exprimait

bien les checkpoints d’intérét et ce, peu importe les conditions de culture (Figure 29).
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Figure 29 : Caractérisation de la lignée SW480 concernant I'expression des checkpoints immuns
La lignée cellulaire SW480 a été cultivée en milieux normal ou défini (NM ou DM) dans le but d’enrichir en
cellules différenciées (bleu) ou en CSCs (rouge), respectivement (A). Les expressions transcriptomique (B) et
protéomique (C) des checkpoints immuns ont été évaluées en fonction du phénotype cellulaire ; la condition NM
correspondant a la condition contrdle dans le panel B (ligne bleue en pointillés). Les EVs sécrétées par ces
cellules ont été récupérées par ultracentrifugations (D) et leurs caractéristiques ont été analysées par NTA (F, G,
H) ainsi que par western blot (E). Les résultats sont représentés en moyenne + SEM et obtenus en n=3 sauf le
western blot obtenu en n=1,

*: p-value < 0,05 ; ** : p-value < 0,01 ; *** : p-value < 0,001

L’expression des checkpoints immuns a été évaluée a la fois par RT-qPCR et par
CMF. Des profils d’expression différents sont observés en fonction des conditions de culture,

les CSCs surexprimant le transcrit PD-/ tandis qu’elles surexpriment treés fortement la
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protéine PD-L1. Le transcrit PD-L2 n’avait pas été détecté en condition DM, signifiant que
I’expression de cet ARNm semble diminuer lors du passage vers le phénotype de CSC. Quant
a PD-LI, il semblerait que le transcrit subisse des modifications menant a sa régulation
positive dans les CSCs (50% de CSCs positives contre 20% de cellules différenciées).
Ensuite, en ce qui concerne les protéines PD-1 et PD-L2, PD-1 est tres peu exprimée par les
cellules différenciées et semble 1’€tre encore moins par les CSCs ; cette différence étant
davantage marquée concernant PD-L2 (Figure 29B,C). Au vu de ces résultats, il est probable
que les cellules SW480 interagissent avec les cellules immunes via 1’expression de PD-L1.
Ensuite, il a été vérifié que les vésicules récoltées apres ultracentrifugations différentielles
étaient bien des EVs (Figure 29D). L’expression des marqueurs Hsc70 et CD9, spécifiques
des EVs, a été vérifiée par western blot (Figure 29E) puis les vésicules ont été analysées par
NTA. Pour les deux conditions de culture, le mode, c’est-a-dire la taille de particules la plus
représentée dans 1’échantillon, se trouve entre 50 et 150 nm (Figure 29F). Toutefois, les CSCs
sécretent davantage d’EVs (Figure 29H) et de plus grande taille, réduisant le pourcentage
d’EVs entre 50 a 150 nm de 75% pour les cellules différenciées a 40% pour les CSCs (Figure
29G). Puisque l’objectif est de déterminer le(s) rdle(s) des EVs provenant de cellules
tumorales sur les cellules immunitaires, il aurait été intéressant de déterminer la présence des
checkpoints au niveau de ces vésicules. Ceci a été testé mais malheureusement, ni les
transcrits, ni les protéines codant ces checkpoints n’ont pu étre mises en €évidence car de
grandes quantités de matériel sont nécessaires. Malgré ce manque, I’effet fonctionnel des EVs

sur les cellules immunitaires a été exploré.

Dans un premier temps, I’impact des EVs sur la proportion des LT et des NK, acteurs
cytotoxiques majeurs de la lutte antitumorale, a été étudié (Figure 30). Les valeurs de CMF

obtenues pour I’ensemble des figures étant répertori€es en Annexes 2 et 3.
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Figure 30 : Incidence du traitement de cellules immunitaires par des EVs tumoraux sur leur proportion
Du sang d’un individu sain a été récupéré puis les PBMC isolés du reste des composants sanguins. A l'aide
d’anticorps anti-CD3 et anti-CD28 ou d’IL-15, les LT et les NK ont été spécifiquement activés durant 48h puis ces
cellules ont été mises au contact d’EVs provenant de cellules tumorales durant 48h supplémentaires (A). La
proportion de LT cytotoxiques (B), de LT helper (C), de LT régulateurs (D) et de cellules NK (E) a ensuite été
analysée par CMF.

Pour se faire, des tubes de sang provenant d’un individu sain ont été récupérés puis les
cellules mononucléées, ou PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cells), ont été extraites par
gradient de densité en Ficoll. Ensuite, dans le but d’activer spécifiquement les LT ou les NK,
les PBMC ont été traités avec des anticorps anti-CD3 et anti-CD28; ou de I'IL-15
(Interleukine 15). Apres 48h de traitement, les deux types cellulaires ont été mis en contact
des EVs provenant de CSCs ou de cellules différenciées durant 48h supplémentaires (Figure
30A) puis analysés par CMF. Les deux catégories principales de LT ont été¢ étudiées : la
fraction « cytotoxique » caractérisée par l’expression du CD8 (LTc) et la fraction

« auxiliaire » exprimant le CD4 (LTh). La fraction LTc correspond a la fraction d’intérét dans
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la lutte antitumorale puisqu’il s’agit des cellules capables d’éliminer les cellules cancéreuses,
la fraction LTh est une fraction tres vari€ée pouvant jouer de multiples roles. Comme le montre
le panel B de la Figure 30, aucun effet n’est observé sur la proportion de LTc apres contact
avec les EVs. A I'inverse, une augmentation de la proportion de lymphocytes T CD4+ est
notable. En effet, il semble que quel que soit le type d’EVs, ceux-ci entrainent une
augmentation de la proportion de LTh passant d’environ 80% pour les cellules non traitées (A
NT) a plus de 95% suite au traitement (A T) (Figure 30C). Ce résultat a conduit les recherches
a explorer une sous-population de CD4+, les LTreg exprimant en plus du CD4, les protéines
Foxp3 et CD25. Cette sous-population a pour role de réguler les autres lymphocytes T,
régulation notamment négative afin de permettre une tolérance immune. L’objectif étant de
déterminer si I’augmentation du nombre de LTh provient d’'une augmentation du nombre de
LTreg pouvant jouer un role pro-tumoral. Il s’est avéré que ce n’est pas le cas puisque les
résultats obtenus sont inversés avec une légere décroissance du nombre de LTreg en cas de
traitement par des EVs provenant de CSCs (-2%, voir Annexe 2) (Figure 30D). Enfin, en ce
qui concerne les cellules NK, caractérisées par 1’expression des marqueurs CD16 et CD56,
une diminution de leur proportion d’environ 5% suite au traitement par les EVs est observée
(Figure 30E). Ce phénomene a déja été précédemment rapporté (Bae, Brumbaugh, et
Bonavida 2018) et ici, il concerne les EVs provenant de cellules tumorales différenciées ou de

CSCs.

Ces résultats, réalisés sur un seul individu sain donc préliminaires, semblent indiquer
que les EVs sécrétées par les cellules SW480 sont capables d’aller réguler les cellules
immunitaires en inhibant les NK et en activant les LTh. Dans ces travaux, les LTc et LTreg
n’ont pas été impactés dans leur proportion par les EVs alors que les cellules NK semblent
inhibées. De plus, les LTh subissent une expansion suite au contact avec les EVs, quel qu’en
soit le type. Ces LTh regroupent une grande variété de cellules en plus des LTreg : Thl, Th2,
Th17 ... dont les r6les varient. Ici, il ne s’agit pas de la population lymphocytaire d’intérét

donc leur sous-type n’a pas été déterminé avec précision.
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Figure 31 : Incidence du traitement de cellules immunitaires par des EVs tumoraux sur leur activation
Du sang d’individu sain a été récupéré puis les PBMC isolés du reste des composants sanguins. A 'aide
d’anticorps anti-CD3 et anti-CD28 ou d’IL-15, les LT et les NK ont été spécifiquement activés durant 48h puis ces
cellules ont été mises au contact d’EVs provenant de cellules tumorales durant 48h supplémentaires (A).
L’analyse du nombre de cellules positives au marqueur d’activation CD69 ainsi que la MFI correspondante a été
réalisée par CMF sur les LT cytotoxiques (B, C) ainsi que sur les cellules NK (D, E).

Puisque les cellules immunitaires impliquées dans 1’élimination des cellules tumorales
sont de type cytotoxique, seuls les LTc et les NK ont été étudiés dans la suite des expériences.
Tout d’abord, I’activation de ces cellules a été mesurée via 1’expression d’un marqueur
spécifique, le CD69 (Figure 31). Une surexpression est observée seulement lorsque les
cellules immunitaires ont recu les signaux nécessaires entrainant leur expansion (condition
« A NT »), servant de contrdle interne a I’expérience. Ensuite, des résultats similaires sont
obtenus entre les LTc et les NK. En effet, au contact de vésicules extracellulaires, qu’elles
proviennent de cellules tumorales différenciées ou de CSCs, elles entrainent une

augmentation du nombre de LTc et de NK exprimant le CD69 d’environ 5% (Figure 31B,D).
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Ceci signifie qu’au contact des EVs, les cellules immunitaires vont effectivement les
reconnaitre comme un danger. Par contre, I’étude de ’intensité moyenne de fluorescence
(MF)), traduisant la quantité de molécules présente sur une méme cellule ; démontre que le
contact avec les EVs diminue cette MFI, particulierement celles provenant des CSCs (Figure
31C,E). Les EVs vont entrainer une activation supplémentaire des LTc et des NK, ce qui
mene a une augmentation du nombre de cellules exprimant le CD69 mais a I’inverse, ces
cellules expriment individuellement moins fortement ce marqueur d’activation. De plus, cette
méme tendance est observée mais d’intensité différente selon 1’origine des EVs. L hypothese
émise serait que I'impact des EVs sur les cellules immunitaires dépende de la cellule

émettrice.

Physiologiquement, la régulation de 1’activité des cellules immunes est réalisée par
I’engagement de checkpoints immuns exprimés a leur surface. L’expression de PD-1 et de ses
ligands PD-L1 et PD-L2 par les lymphocytes T et les NK a été explorée dans le but de
déterminer si le contact avec des EVs tumoraux régulait a la hausse leur expression (Figures
32 et 33). L’hypothese étant qu’une surexpression de ces checkpoints médiée par les EVs
pourrait sensibiliser les cellules immunes a I’inhibition et donc favoriser la croissance

tumorale.
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Figure 32 : Expression des checkpoints immuns par les lymphocytes T
Du sang d’individu sain a été récupéré puis les PBMC isolés du reste des composants sanguins. A 'aide
d’anticorps anti-CD3 et anti-CD28, les LT ont été spécifiquement activés durant 48h puis ces cellules ont été
mises au contact d’'EVs provenant de cellules tumorales durant 48h supplémentaires (A). L’expression des
checkpoints immuns et leur MFI ont été évaluées par CMF sur les LT totaux (B), les LTc (C) et les LTh (D).
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Dans un premier temps, l’expression des checkpoints par CMF dans tous les
lymphocytes T a été étudi€e par I’analyse des cellules CD3+ (Figure 32B). Une fois activés,
presque tous les LT expriment la protéine PD-L1 et un contact avec des EVs tumoraux
n’entraine pas de modification visible a ce niveau. Par contre, la MFI de PD-L1 évolue
considérablement et positivement suite au contact avec des EVs provenant de CSCs.
Concernant PD-1 et PD-L2, le traitement par des EVs provenant des cellules SW480 entraine
une augmentation de I’expression de ces deux protéines par les LT ; la différence
d’expression par rapport a la condition non traitée étant plus importante pour PD-L2 (+9%
pour PD-1, +13% pour PD-L2, voir Annexe 3). La MFI de PD-1 reste similaire a la condition
contrdle, tout comme celle de PD-L2 malgré un résultat trés hétérogene concernant le
traitement par des EVs de CSCs. Ensuite, I’analyse en fonction du sous-type de LT démontre
que les LTc présentent une surexpression de PD-1 suite au contact avec les EVs tumoraux
(+10% NM, +5% DM), ainsi que de 2% pour PD-L2 si les EVs proviennent de cellules
tumorales différenciées. Quant aux MFI, elles semblent diminuer suite a ce contact pour les
deux protéines mais de facon plutdét modérée (Figure 32C et Annexe 3). Ici, PD-L1 n’a pas été
analysé pour cause de fluorochromes identiques entre les protéines CD8 et PD-L1. Enfin, les
LTh présentent une expression similaire de PD-L1 entre les conditions traitées ou non traitées.
A D’inverse, les protéines PD-1 et PD-L2 semblent surexprimées suite a la rencontre avec des
EVs provenant de cellules tumorales (+3% PD-1, +10% PD-L2, voir Annexe 3). Les mesures
de MFI démontrent que seule PD-L1 semble impactée et se trouve davantage représentée sur

les LTh ayant rencontré les EVs de cellules différenciées (Figure 32D).

En résumé, les LT totaux (CD3+) surexpriment PD-1 et PD-L2 suite au contact avec
les EVs mais seule la MFI de PD-L1 va augmenter. La question était alors de déterminer
quelle sous-population de LT était concernée par ces fluctuations. Il se trouve que les deux
populations testées, cytotoxique et helper, présentent toutes deux une surexpression de ces
deux protéines suite au contact avec les EVs. Ces résultats sont-ils similaires concernant la

population de cellules cytotoxiques innée : les cellules NK (Figure 33)?
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Figure 33 : Expression des checkpoints immuns par les cellules NK
Du sang d’individu sain a été récupéré et les PBMC isolés du reste des composants sanguins. A l'aide d'IL-15,
les cellules NK ont été spécifiquement activées durant 48h puis ces cellules ont été mises au contact d’'EVs
provenant de cellules tumorales durant 48h supplémentaires (A). L'expression par les cellules NK des
checkpoints immuns et de leurs MFI a été évaluée par CMF (B).

Les cellules NK testées n’expriment naturellement pas, ou tres peu, la protéine PD-L2
et un traitement par des EV's tumoraux ne modifie pas cette expression. Les valeurs de MFI de
PD-L?2 sont donc données a titre indicatif puisque non analysables. En ce qui concerne PD-1,
également peu exprimé naturellement, aucune différence notable en cas de traitement par des
EVs provenant de cellules tumorales sur leur proportion ou leur MFI n’a pu étre observée.
Quant a PD-L1, son expression augmente en cas de contact avec des EVs de CSCs (+5% voir

Annexe 3) et sa MFI semble 1égerement décroitre.

Les cellules SW480 expriment majoritairement la molécule PD-L1 quelle que soit la
condition de culture (Figure 29) ; nous pouvons émettre 1’hypothése qu’il est cohérent de ne
pas observer de variations de PD-L1 dans les LT puisque le PD-L1 potentiellement présent
sur les EVs ne pourra se lier qu’au PD-1 exprimé par ces cellules. Toutefois, I’expression de
PD-L1 par les cellules NK fluctue suite au contact des EVs tumoraux. Concernant PD-L.2
exprimé par les LT, ’augmentation de son expression suite au contact des EVs ne peut étre
expliquée de cette facon puisque les cellules SW480 I’expriment peu. Néanmoins, dans la
mesure ou nous ne connaissons pas l’expression des checkpoints par les EVs, nous ne
pouvons rien affirmer. Il est possible que si PD-1 et PD-L2 sont si peu exprimées par les

SW480, différenciées ou CSCs, c’est parce qu’elles se retrouvent sur les EVs que ces cellules
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sécretent afin de jouer un role de leurre aupres des cellules immunes. Il est également possible
. ” , (
que les EVs transportent les transcrits codant ces protéines et qu’elles les échangent aux
cellules immunitaires pour réguler a la hausse leur expression protéique afin de favoriser leur
inhibition.
Les éléments a retenir de ces expériences sont :

- La quantité de LTreg semble légerement diminuée suite au traitement des cellules

par des EVs provenant de CSCs.

- Les LTc ne semblent pas impactés en nombre suite au contact avec des EVs
tumoraux mais se trouvent plus nombreux a €tre activés tout en exprimant moins
fortement a leur surface le marqueur d’activation CD69. De plus, ce contact

entraine une régulation a la hausse de I’expression de PD-1 et de PD-L2.

- La quantité de LTh est augmentée suite au traitement par les EVs et ces derniers

semblent surexprimer PD-1 et PD-L?2 suite a I’interaction avec les vésicules.

- Les cellules NK sont moins nombreuses mais plus actives apres avoir rencontré les
EVs, malgré un niveau individuel d’activation plus bas. De plus, elles vont réguler

a la hausse PD-L1 suite a la rencontre avec des EVs provenant de CSCs.

Au vu de ces éléments préliminaires, il semblerait que des vésicules sécrétées par des
cellules tumorales soient capables a elles seules de réguler le systtme immunitaire et
d’entrainer une régulation positive de I’expression de checkpoints immuns. La présence plus
faible des LTreg en cas de présence d’EVs peut contribuer a limiter I’inhibition des autres
cellules immunitaires, ce qui tendrait plutdt vers un profil antitumoral. A [I’inverse,
I’expression plus accrue des checkpoints immuns peut mener a une plus grande sensibilité a
I’inhibition de ces cellules immunitaires, ce qui favoriserait la tolérance immune et
constituerait donc une stratégie pro-tumorale. Toutefois il faut garder a I’esprit que cette
analyse n’a concerné qu’un individu sain et qu’il faudrait réaliser les mémes expériences chez

des patients atteints de CCR.
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Discussion et conclusion

La discrimination des CSCs dans une masse tumorale hétérogene demeure un
challenge depuis de nombreuses années. Elle nécessite des techniques variées basées sur
I’expression de marqueurs spécifiques ainsi que le recours a des tests fonctionnels. Toutefois,
les marqueurs utilisés peuvent aussi €tre exprimés par des cellules tumorales non-CSCs et
sont souvent partagés avec les CS classiques (Hervieu et al. 2021). De plus, en raison de leurs
caractéristiques plastique et hétérogene, I'utilisation de marqueurs de surface demeure
problématique et peut créer un biais par la sélection d’une sous-population de CSCs (Hirata et
al. 2019). Quant a I’étude des propriétés fonctionnelles, leur mise en ceuvre peut nécessiter
plusieurs semaines comme pour les tests de clonogénicité par exemple (Hervieu et al. 2022).
L’utilisation du biocapteur dans le but de caractériser et discriminer les CSCs des cellules
différenciées a confirmé sa pertinence dans le modele du CCR en plus des modeles de
tumeurs cérébrales. Les signatures électromagnétiques obtenues en UHF étant distinctes entre
les deux phénotypes et constamment plus faibles concernant les CSCs (Manczak et al. 2019;
Casciati et al. 2020; Lambert et al. 2021). Durant ces travaux, seule la DEP a UHF a été
réalisée car précédemment, nous avons mis en évidence que [’utilisation de la DEP
conventionnelle n’était pas pertinente pour ce type d’analyse. En effet, la DEP
conventionnelle utilise des basses fréquences ne permettant pas au champ électrique de
pénétrer la cellule mais seulement d’interagir avec la membrane plasmique. Dans ces
conditions, la signature électromagnétique, nommée fx01, dépend des parametres
diélectriques de la membrane plasmique ainsi que de la morphologie de la cellule. Cette
mesure effectuée sur un modele de glioblastome, n’a pas permis de discriminer les CSCs des
cellules différenciées. A I’inverse, la mesure a UHF nommée fx02, permettant de sonder le
contenu intracellulaire par pénétration de 1’onde électromagnétique, a mis en évidence des
signatures distinctes (Lambert er al. 2021). Ces résultats suggerent que I’utilisation des
signatures électromagnétiques suppose de travailler a des fréquences de 1’ordre du MHz afin
de discriminer les populations d’intéréts dans ces modeles. Cette technique permet de
caractériser les cellules sans aucun marquage préalable, de fagon plus rapide et économique
que les techniques de biologie couramment employées (Hervieu et al. 2021). Toutefois, son
exécution est manuelle et les cellules sont interrogées individuellement. Une campagne de
mesure permet 1’analyse d’une cinquantaine de cellules en prés de deux heures,
I’automatisation de la technique augmenterait ce rendement afin d’obtenir une représentation

plus fiable de 1’échantillon. En outre, le développement d’un cytometre basé sur ce procédé
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permettrait de séparer les CSCs de la masse tumorale hétérogene tout en s’affranchissant des
marqueurs controversés, utilisés par les techniques classiques de «cell sorting » (FACS,
MACS ...) (Hervieu et al. 2021). Dans le CCR, la présence d’un fort taux de CSCs a été
corrélé a un risque €levé de récidives (Manhas et al. 2016). L’évaluation rapide et fiable de la
proportion de CSCs au sein de la tumeur par le cytometre DEP-UHF permettrait d’adapter la
prise en charge thérapeutique de facon précoce. Par ailleurs, la séparation des cellules sur la
base de leur signature €électromagnétique favoriserait leur étude sans présélectionner une sous-
population de CSCs puis une analyse de type «single-cell » mettrait en exergue leur
hétérogénéité. Durant ces travaux, un cytometre basé sur la DEP-UHF a été développé et testé
sur des cellules issues de lignées de cancer colorectal. Une publication produite sur ces
résultats a été soumise au journal /EEE J-ERM (IEEE Journal of Electromagnetics, RF and
Microwaves in Medicine and Biology) en septembre 2022. D’autres techniques « label-free »
existent afin de séparer des populations cellulaires hétérogenes. C’est le cas de la SAFFF
(Sedimentation Field-Flow Fractionation), développée au sein du laboratoire CAPTuR depuis
de nombreuses années. La SAFFF s’appuie également sur des propriétés biophysiques des
cellules, différentes de la DEP, puisqu’elle est principalement basée sur leur taille et leur
densité. Au fil des années, la SAFFF a démontré sa pertinence dans la séparation de cellules
tumorales de divers cancers sans nécessiter de marquage préalable (Mélin et al. 2012; Lacroix
et al. 2019; Saydé et al. 2021; Hervieu et al. 2022). Toutefois, cette technique présente
plusieurs limites. Une quantité précise de cellules est nécessaire et plusieurs passages dans la
machine peuvent étre requis pour obtenir un nombre de cellules triées suffisant. La plus-value
d’un cytometre a DEP-UHF, par rapport a cette technique de chromatographie, est que la
quantité de cellules importe peu permettant leur séparation en une seule campagne. L’analyse
DEP-UHF est aussi plus spécifique car elle s’appuie sur des propriétés biophysiques des
cellules autres que la taille et la densité. Cependant, 1’utilisation de la SAFFF constitue un
atout majeur pour le développement du cytometre DEP-UHF. En effet, 1'utilisation de
populations plus homogenes, préalablement triées par SAFFF, permettra un réglage plus

rapide des conditions expérimentales pour la mise au point du cytometre.

Le biocapteur a permis la discrimination de cellules de phénotypes distincts, nous
avons donc voulu évaluer sa pertinence quant a la détection de changements opérés par un
traitement a base d’EVs. En effet, le matériel biologique transféré par des EVs peut étre
associ€ a un transfert d’agressivité entre les cellules tumorales et les cellules composant le

MET (I1I1.4.2) ; mais aussi entre les cellules tumorales elles-mémes, comme précédemment
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démontré dans le laboratoire dans un modele de glioblastome (Pinet er al. 2016). Ces
traitements ont €té réalisés entre des cellules tumorales de CCR provenant de lignées
cellulaires mais également de cultures primaires de patients. Les lignées cellulaires choisies
proviennent d’un méme individu et permettent de travailler sur le méme fond génétique et
immunitaire. Elles dérivent de stades différents, 'une de la tumeur primaire (SW480) et
I’autre des ganglions lymphatiques régionaux (SW620). Les EVs sécrétées par la lignée
SW620, cultivée en milieux normal ou défini, ont été utilisées pour traiter la lignée SW480.
Les résultats des analyses biologiques réalisées démontrent un transfert d’agressivité médié
par les EVs quelle que soit leur cellule d’origine (CSC ou cellule différenciée), mais cette
origine semble affecter différemment les cellules cibles. Ce constat est similaire concernant
I’analyse de la signature €lectromagnétique des cellules traitées. En effet, la signature des
SW480 traitées avec des EVs de cellules différenciées n’a pas évolué tandis que leur taux de
prolifération, leur capacité a envahir et leur activité métabolique suite a un traitement
chimiothérapeutique ont augmenté. Les SW480 traitées avec des EVs provenant de CSCs
présentent une signature électromagnétique significativement plus faible que les cellules non
traitées ; une surexpression de marqueurs souche ainsi qu’une capacité d’invasion et une
résistance chimiothérapeutique renforcées. Ces éléments démontrent que la modification de la
signature électromagnétique des cellules traitées ne peut €tre corrélée a 1’évolution de
I’activité métabolique ou a la capacité a envahir. Effectivement, ces éléments ont ét€ modifiés
par les deux types d’EVs utilisés sans que la signature électromagnétique n’évolue concernant
les cellules traitées par des EVs de cellules différenciées. Malgré tout, ces cellules sont issues
de lignées établies il y a plusieurs dizaines d’années et nous avons donc élargi notre étude a
des modeles précliniques de cultures primaires de patients, fournies par Julie Pannequin (IGF,
Montpellier). Dans un premier temps, nous avons utilisé deux CPP différentes et présentant
des stades différents. Sur le méme modele que les lignées cellulaires, la CPP14 (stade
précoce) a été traitée avec des EVs de la CPP6 (stade avancé), cultivée en milieux normal ou
défini (cellules différenciées ou CSCs). Seules quelques-unes des techniques biologiques
testées sur les lignées cellulaires ont été conservées pour cette expérience. Contrairement aux
résultats précédents, les deux types d’EVs ont fait évoluer la signature électromagnétique des
cellules cibles de facon équivalente, plus élevée que celle des CPP14 non traitées. Au niveau
biologique, les CPP14 traitées avec des EVs provenant de cellules différenciées n'ont pas
démontré de modification de comportement tandis que celles traitées avec des EVs de CSCs
ont surexprimé quelques marqueurs souche. Il semblerait ici que la mesure de la signature
électromagnétique ait permis de mettre en évidence un changement d’état que les techniques
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de biologie utilisées n’ont pas illustré. Toutefois, le choix de ces dernieres s’est basé sur les
résultats obtenus pour les lignées. Il est donc possible qu’il ne s’agisse pas des expériences les
plus pertinentes a réaliser dans ce cas précis. Ceci ne signifie nullement qu’aucun changement
biologique n’a eu lieu dans les cellules suite au contact des EVs, une analyse de type RNAseq
permettrait de répondre a cette question. De plus, nous avons choisi d’utiliser des CPP
différentes, engendrant quelques difficultés : elles ne présentent pas le méme fond génétique
et n’évoluent pas dans le méme MET. Pour remédier a cela, il faudrait détenir des cellules
issues du méme patient a des localisations tumorales différentes, comme pour les lignées.
Nous avons donc décidé d’utiliser la CPP6 que nous avons traité avec des EVs provenant de
cette méme CPP mais cultivée en milieu défini. Cette expérience n’a démontré aucun
changement biologique suite a 1’application sur les cellules d’EVs provenant de CSCs. Par
contre, la signature électromagnétique de ces cellules a diminué. Ces résultats semblent
conforter la théorie précédente selon laquelle le biocapteur permettrait de mettre en évidence
un changement d’état parfois difficile a percevoir par les approches biologiques choisies. Pour
vérifier cette hypothese, d’autres techniques biologiques sont a réaliser mais pour le moment
il est impossible de déterminer quel changement d’état est détecté par le biocapteur. La
mesure de la signature a UHF permet de sonder le contenu intracellulaire et divers éléments
peuvent influer sur sa valeur tels que sa permittivité et sa conductivité. Ces éléments pouvant
étre influencés principalement par le rapport nucléo-cytoplasmique mais aussi la présence de
certaines protéines, la quantité d’organites etc. Suite au contact et/ou a I’internalisation des
EVs par les cellules cibles, il est certain que des remaniements cellulaires ont lieu afin de
processer les éléments qu’'ils contiennent et d’en éliminer d’autres. Les ARNm importés
peuvent étre traduits en protéines, les miRNAs peuvent aller réguler les ARNm endogenes ...
Tous ces éléments apportés par les EVs peuvent influer sur la machinerie cellulaire et donc
sur les propriétés diélectriques faisant ainsi varier la signature électromagnétique de la cellule.
Contrairement a certains évenements biologiques pouvant €tre séquentiels et donc temporaires
tels que la régulation des génes ou sur une courte durée, I’ ARNm sera surexprimé avant d’étre
traduit en protéine puis une fois la régulation terminée, son expression reviendra a sa valeur
initiale ; la modification de la signature électromagnétique semble pérenne. Des expériences
de mesure de la signature électromagnétique des cellules traitées pres d’une semaine apres
contact avec les EVs (résultats non présentés) ont démontré que sa valeur correspondait a
celle obtenue seulement trois jours apres traitement. Ceci signifie qu’apres traitement des
informations contenues dans les EVs, les cellules ont conservé les propriétés diélectriques en
découlant. Un élément remarquable de ces résultats réside dans le sens d’évolution des
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signatures électromagnétiques apres traitement par des EVs. Les SW480 traitées par des EVs
de CSCs voient leur signature diminuée, tout comme les CPP6 traitées par des EVs de CSCs.
En revanche, les CPP14 traitées par des EVs, de CSCs ou de cellules différenciées, voient leur
signature augmenter quel que soit le type d'EVs. Cette disparité peut s’expliquer par la
problématique évoquée précédemment de 1’utilisation de CPP provenant de deux individus
différents. Les caractéristiques génétiques des cellules ainsi que ’environnement dans lequel
elles évoluent contribuent au contenu des EVs qu’elles sécretent et ce contenu peut exercer
une influence supplémentaire sur les cellules cibles. Il est possible que le traitement de ces
informations additionnelles par les CPP14 entraine des remaniements cellulaires conséquents

faisant varier la signature électromagnétique a la hausse.

Ces expériences ont été réalisées dans 1’objectif de prouver qu’un transfert
d’agressivité entre cellules tumorales par la sécrétion d’EVs était détectable par un
changement de la signature électromagnétique des cellules. Ces transferts mettent en évidence
une coopération entre les cellules cancéreuses, les CSCs allant modifier les cellules
différenciées afin de favoriser la progression tumorale. Néanmoins, il serait intéressant de
réaliser I’expérience inverse par le traitement de CSCs a I’aide d’EVs provenant de cellules
différenciées pour déterminer si cet échange limiterait leur agressivité. Dans cette optique,
I’utilisation d’EVs provenant de cellules normales différenciées pourrait €tre une thérapie

envisagée pour limiter la croissance tumorale.

Une seconde facette de mon projet a été d’évaluer 'influence des EVs dérivées de
cellules cancéreuses sur les cellules immunitaires. Tout d’abord, les expériences effectuées
dans le cadre de ce projet étant préliminaires et n’ayant concerné qu’un seul individu sain, il
serait nécessaire de réaliser les mémes expériences sur davantage d’individus sains mais
également sur des patients atteints d’un CCR. Les études mettant en exergue le rdle
prépondérant des EVs dérivées des cellules cancéreuses sur la progression tumorale par
immunomodulation sont nombreuses (Lafitte, Lecointre, et Roche 2019; Mannavola et al.
2019; Yamada et al. 2016; Popéna et al. 2018). Durant ces travaux, nous nous sommes
particulierement intéressées au potentiel effet inhibiteur des EVs sur les cellules cytotoxiques.
Ceci pouvant se traduire par une diminution de la proportion de ces cellules mais aussi par
une régulation positive des checkpoints immuns. L un des biais techniques que nous devons
assumer dans nos expériences €tant que 1’étape d’activation cellulaire a été réalisée sur

I’ensemble des PBMC récoltés. De possibles interactions intercellulaires ont alors pu avoir
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lieu, tout comme durant 1’étape de traitement par les EVs, réalisée sur I’ensemble des PBMC
post-activation. Il serait intéressant de réaliser ces mémes expériences sur des cellules
préalablement isolées, idéalement par tri négatif, afin de s’affranchir de potentiels effets
indésirables. De plus, nous avons souvent observé des variations allant de 2 a 5%, ce qui peut
sembler faible pour induire des changements majeurs au sein de I’immunité. Toutefois, 2%,
rapporté au nombre colossal de lymphocytes T circulant naturellement dans le sang
périphérique, correspond a plus d’une centaine de millions d’entités, rendant cette fluctuation
non négligeable. L’effet potentiel des EVs tumoraux sur I’induction de la mort des cellules
immunes n’a pas non plus ét€ exploré. Nous avons mesuré la proportion de cellules suite au
traitement mais nous n’avons pas évalué 1’effet d’un potentiel déclenchement de 1’apoptose au
niveau de celles-ci ; évenement précédemment démontré concernant les LTc via I’activation
de récepteurs de mort par les EVs (Muller et al. 2016; Bae, Brumbaugh, et Bonavida 2018).
Concernant ’activation des cellules, traduit par ’expression du CD69, nous n’avons pas
déterminé son expression par les LTh (notamment les LTreg) traités avec des EVs alors qu’il
s’agit de cellules régulatrices importantes. De plus, une équipe ayant réalis€ une étude
similaire, a démontré que des EVs sécrétées par des cellules tumorales (hors CCR)
entrainaient 1’inhibition de I’expression du CD69 par des LTh provenant d’individus sains
(Muller et al. 2016). Cette méme €quipe a également mis en évidence une augmentation de la
proportion de LTreg suite au traitement par des EVs tumoraux tandis que nous observons
I’inverse. Toutefois, ils se sont intéressés a une faible sous-population de LTreg (= 5%)
exprimant le CD39 et ont eu recours a des EVs provenant d’un autre type tumoral que le CCR
(Carcinome épidermoide de la téte et du cou) (Muller et al. 2016). Nous avons évalué le
niveau d’activation des cellules (LTc et NK) mais pas I’efficacité de leur activité cytotoxique
suite au traitement avec les EVs alors qu’il a été démontré que cette activité était affaiblie

concernant des NK suite a un contact avec des EVs tumoraux (Vautrot et al. 2021).

Ensuite, le contenu des vésicules extracellulaires concernant les checkpoints immuns
doit étre examiné. Cet élément donnerait une indication sur le mécanisme d’interaction entre
les EVs et les cellules immunes, est-ce par une reconnaissance ligand — récepteur ou via une
internalisation ? Toutefois, il a ét€¢ démontré que les LT n’internalisaient pas les EVs, méme
apres 72h de traitement, contrairement aux lymphocytes B ou aux monocytes (Muller et al.
2016). Ceci limite donc les effets des EVs sur les LT a une interaction physique entre
protéines de surface mais est-ce aussi le cas des cellules NK ? Malgré cela, est-ce ’interaction

entre des checkpoints exprimés a la surface des EVs qui entraine les modifications observées
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ou s’agit-il d’autres molécules ? Pour répondre a cette question, apres avoir eu connaissance
du contenu des EVs en checkpoints immuns, limiter 1’expression des molécules par les
cellules émettrices permettrait de déterminer si ces modifications sont maintenues. Pour
poursuivre sur la question des EVs, est-ce que les effets obtenus sont dii au fait qu’il s’agisse
d’EVs provenant de cellules tumorales ou bien au fait qu’il s’agisse d’EVs sécrétées par une
lignée cellulaire ? En effet, le systtme immunitaire a pour role de reconnaitre les éléments
étrangers et/ou pathogenes. Or dans notre cas, les EVs que nous avons utilisé proviennent
d’une lignée cellulaire et seront donc reconnus comme €tant du « non soi » par les cellules
immunitaires de 1’individu sain. Il est alors possible que les effets observés soient la
conséquence du caractere étranger des EVs tumoraux, exprimant les molécules du CMH
(Mammes et al. 2021), et non au potentiel caractere inhibiteur des checkpoints immuns. Il
serait donc intéressant de réaliser I’ensemble de ces expériences avec des EVs provenant d’un
autre type cellulaire, appartenant toujours au «non soi» mais non tumoral. Concernant
I’expression des checkpoints immuns par les cellules immunitaires, il est nécessaire d’évaluer
celle des LTreg car il s’agit de la sous-population responsable de la tolérance immune. Il
semble donc primordial de déterminer les effets des EVs tumoraux sur I’expression des
checkpoints au niveau de ces cellules puisque leur surexpression pourrait favoriser 1’inhibition

de leurs consceurs effectrices (LTc, NK).

Un des problemes majeurs rencontrés lors de I’analyse de I’expression des checkpoints
immuns et de leur possible activation, est 1’existence de multiples reconnaissances ligand /
récepteur. En effet, il se trouve que PD-L1 n’est pas seulement le ligand naturel de PD-1 mais
qu’il peut également fixer la molécule CD80 (également nommée B7.1). La protéine CD80 va
naturellement se lier au récepteur CTLA-4, pendant inhibiteur de la molécule de co-activation
CD28 nécessaire a I’activation des LT. Non seulement PD-L1 peut lier le CD80 mais il a
également ét€é mis en évidence qu’une interaction de ces entités pouvait se produire en cis,
c’est-a-dire a la surface de la méme cellule (Boussiotis 2016; Sugiura et al. 2019). 1l parait
alors plausible qu’une cellule soit capable de s’auto-inhiber par I’expression concomitante de
PD-L1 et du CD80. La mesure de I’expression du CD80 par les cellules immunitaires suite au
contact avec des EVs pourrait renseigner partiellement sur ce phénomene, tout comme la

recherche de sa présence a la surface des EVs.

Enfin, nous nous sommes ici intéressées a déceler de potentiels effets divergents des
EVs en fonction de la cellule tumorale d’origine, qu’elle présente un phénotype différencié ou

un phénotype souche. Il serait également intéressant de réaliser cette étude a partir de cellules
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tumorales a des stades bien distincts (I et IV) dans le but de déterminer si les effets des EVs
different en fonction du stade cellulaire d’origine. Des cellules cancéreuses ayant formé des
métastases ne présentent pas les mémes propriétés et ne font pas face aux mémes obstacles

que des cellules a un stade précoce afin de protéger la tumeur.

Pour conclure, mes travaux de theése ont porté sur I’impact de la sécrétion de vésicules
extracellulaires sur des cellules composant le microenvironnement tumoral. Dans un premier
temps, 1’utilisation du biocapteur basé sur la technique de DEP-UHF a permis de discriminer
les CSCs des cellules différenciées dans un modele de CCR. Son utilisation, ne nécessitant
aucun marquage, permet de s’affranchir de marqueurs peu spécifiques et de réduire
considérablement la durée d’analyse. Ensuite, I’étude de la coopération entre les cellules
tumorales par le transfert d’EVs a démontré que ce biocapteur détectait des changements
d’état induits par les vésicules. Ces modifications se sont traduites par une variation de la
signature électromagnétique des cellules traitées, parfois méme lorsque les techniques de
biologie utilisées n’indiquaient aucune variation. Ces éléments démontrent la pertinence de
cette technique pour un potentiel suivi des patients pouvant permettre la détection précoce des
CSCs dans le but d’adapter la prise en charge thérapeutique et de limiter les récidives. De
plus, la mise au point d’un cytometre basé sur la DEP a UHF permettrait de déterminer la
proportion de CSCs au sein de la masse tumorale et ainsi de percevoir le degré d’agressivité
de la tumeur. Cette technologie favoriserait également I’analyse des caractéristiques des CSCs
suite a leur isolement, en s’affranchissant des marqueurs utilisés actuellement et en prenant en
compte 1’hétérogénéité de cette population. Une meilleure compréhension des propriétés de

ces cellules permettrait également de personnaliser les thérapies.

Dans un second temps, 1’étude de I'impact des sécrétions vésiculaires de cellules
tumorales sur le profil des cellules immunitaires a été exploré. Ces résultats sont préliminaires
et nécessitent d’étre approfondis mais il semblerait que les EVs sécrétées par des cellules
tumorales favorisent I’expansion des LTh ainsi que ’inhibition des cellules NK. De plus, les
EVs semblent entrainer la régulation positive de PD-1 et PD-L1 par les NK ainsi que de PD-1
et PD-L2 par les LT (LTh et LTc), traduisant une susceptibilité accrue a 1’activation de ces

molécules pouvant mener a leur tolérance.
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Abstract: Glioblastoma (GBM) is one of the most aggressive solid tumors, particularly due to the
presence of cancer stem cells (CSCs). Nowadays, the characterization of this cell type with an efficient,
fast and low-cost method remains an issue. Hence, we have developed a microfluidic lab-on-a-chip
based on dielectrophoresis (DEP) single cell electro-manipulation to measure the two crossover
frequencies: fyg; in the low-frequency range (below 500 kHz) and f,(, in the ultra-high-frequency
range (UHF, above 50 MHz). First, in vitro conditions were investigated. An U87-MG cell line was
cultured in different conditions in order to induce an undifferentiated phenotype. Then, ex vivo GBM
cells from patients” primary cell culture were passed through the developed microfluidic system
and characterized in order to reflect clinical conditions. This article demonstrates that the usual
exploitation of low-frequency range DEP does not allow the discrimination of the undifferentiated
GBM cells from the differentiated one. However, the presented study highlights the use of UHF-DEP
as a relevant discriminant parameter. The proposed microfluidic lab-on-a-chip is able to follow the
kinetics of U87-MG phenotype transformation in a CSC enrichment medium and the cancer stem
cells phenotype acquirement.

Keywords: high-frequency dielectrophoresis; glioblastoma cells; single cell manipulation;
microfluidic point-of-care device; cancer stem cells

1. Introduction

Glioblastoma (GBM) is the most frequent and highly malignant brain tumor in adulthood
classified as a high-grade glioma (grade IV), considered as the most aggressive tumors of the cen-
tral nervous system. Worldwide, 240,000 brain tumors are diagnosed each year, the majority of
which are GBM [1]. GBM is associated with a poor prognosis with a mean survival of 12 months.
Indeed, standard treatment such as surgery and combined radio—chemotherapy [2] fails to
improve patients’ care [3]. Despite recent advances in targeting therapies and immunother-
apies, the current treatments do not allow the improvement of the mean survival. This very
poor prognosis is mainly due to frequent relapses, despite the regression or disappearance
of the tumor upon the golden standard treatment, i.e., the Stupp protocol [2]. Consequently,
this pathology is very difficult to handle.

Biosensors 2021, 11, 388. https:/ /doi.org/10.3390/bios11100388

https:/ /www.mdpi.com/journal /biosensors


https://www.mdpi.com/journal/biosensors
https://www.mdpi.com
https://orcid.org/0000-0001-5356-8693
https://orcid.org/0000-0003-1311-1079
https://orcid.org/0000-0001-6673-3694
https://orcid.org/0000-0001-9329-165X
https://orcid.org/0000-0002-0050-3666
https://orcid.org/0000-0003-0382-4948
https://orcid.org/0000-0001-8858-0545
https://doi.org/10.3390/bios11100388
https://doi.org/10.3390/bios11100388
https://creativecommons.org/
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://doi.org/10.3390/bios11100388
https://www.mdpi.com/journal/biosensors
https://www.mdpi.com/article/10.3390/bios11100388?type=check_update&version=2

Biosensors 2021, 11, 388

20f18

The high recurrence of GBM can be explained by the high heterogeneity of cellular,
genetic and morphological patterns of the cell populations present in the tumor [4], which
alters the efficiency of conventional therapies. This cell heterogeneity mainly results from a
small cell subpopulation, called cancer stem cells (CSCs) [4], which are now considered as
one of the major factors responsible for tumor progression and relapse [5]. In fact, CSCs
display an immature and undifferentiated phenotype associated with specific self-renewal
features. They also are likely to regenerate the entire tumor. Moreover, due to their qui-
escent properties, CSCs are resistant to radio and chemotherapy targeting proliferating
cells [1]. Thus, CSCs detection in solid tumor could afford a prognosis value to evaluate
tumor aggressiveness and prevent recurrence risk. However, CSCs are a rare cell subpopu-
lation difficult to characterize with specific and usual tumor biomarkers within the tumor.
CSC detection currently represents a challenge to improve the management of certain
solid cancers, in particular GBM. Thus, new approaches for effectively discriminating
CSCs from differentiated tumor cells are regularly investigated. However, one of the main
encountered difficulties in characterizing CSCs is the lack of specific markers for these cells.

In this objective, biologists commonly analyze a panel of biomarkers by using conven-
tional approaches for characterizing CSCs such as immunofluorescence, flow cytometry
and protein array analysis. These different methodologies require systematic immuno-
labeling to identify CSCs, thereby require multiple steps which increases both expenses
and inconvenience. Indeed, these methodologies are time-consuming and additional costs
are incurred for the purchase of specific antibodies against CSC biomarkers. In addition,
immunolabeling can influence and modify cell behavior and differentiation mechanisms.
These changes might affect cell cultures and limit further analyses [6]. In order to overcome
these issues and avoid immunolabeling, researchers started to develop alternative label-free
methods for cell characterization. These innovative technologies aim to characterize CSCs
based on their specific physical properties. Thus, most of the recent techniques rely on an
external force coupled with microfluidics. This allows the reduction of the cost and analysis
time with the possibility of parallelization and the reduction of sample volume as only few
uL are needed. It also prevents cells from damage by limiting mechanical stress. Among
the label-free method, dielectrophoresis (DEP) presents an important interest as it allows
the investigation of biological cell behavior according to its intrinsic dielectric properties.
For this study, we use DEP electro-manipulation at low frequency (below 500 kHz) and
at ultra-high-frequency (UHF) range (above 50 MHz), highlighting the relevance of using
UHE-DEP phenomenon to discriminate undifferentiated cells (CSC) from differentiated
tumor cells. Implementation of the proposed microfluidic lab-on-a-chip is performed on
BiCMOS technology and allows the screening of the intracellular properties of GBM cells.

1.1. Basic DEP Theory

Dielectrophoresis is a physical phenomenon, which leads to the motion of a polarizable
particle such as biological cells, in a non-uniform electric field due to the interaction between
the induced dipole of the particle and the field gradient. The polarization phenomenon
redistributes of the charges at the interface between the particle and the suspension medium.
The dielectrophoretic force exerted on the polarized particle in a non-uniform electric field
is expressed as follows [7]:

Fpep= 27 emRe|f oy (w)] VE 1)

where r is the radius of the particle, ey, the permittivity of the suspension medium,

Re[fcp(w)] the real part of the Clausius—-Mossotti (CM) factor, E the applied electric field.
The Clausius-Mossotti factor describes the polarization state of a particle in a suspen-

sion medium. It depends on the dielectric properties (permittivity and conductivity) of the

medium and the particle [7]:
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where ¢, and ¢, are the complex permittivity of the particle and the medium, respectively.
The complex permittivity can be defined as:
* . 0

e=e —j— 3)
where ¢ is the absolute permittivity (e = e:*¢g, with ¢, is the relative permittivity and ¢
is the vacuum permittivity, of which the value is 8.854 F-m~!), o the conductivity and
w the angular frequency of the electric field. The sign of the real part of the CM factor
determines the orientation of the DEP force. In Figure 1a, when Re[fcp(w)] is positive, the
DEP force attracts the particle to the strong field areas. This phenomenon is called positive
DEP (pDEP). In Figure 1b, when Re[fcp(w)] is negative, the DEP force is then repulsive
and the particle is repelled towards the weak electric field areas. This is called negative
DEP (nDEP).

Positive DEP Negative DEP

77

(a) (b)

Figure 1. Particles’ interaction in a non-uniform applied field: (a) the DEP force is positive,
i.e., collinear to the electric field gradient VEZ, and the particles are attracted to areas of high field
intensity (positive DEP); (b) the DEP force is negative, i.e., opposite to the electric field gradient VEZ,
and the particles are repelled toward areas of low field intensity (negative DEP).

From a physic point of view, a biological cell can be modelized as a spherical dielectric
particle that is submitted to the DEP force. A cell is a complex biological object, but it can
be properly modeled into a simpler single-shell model with a reduced number of dielectric
parameters associated to each component of the cell.

1.2. From a Biological Cell to a Single-Shell Model

In order to predict cells’ behavior with an applied electric field, it is helpful to have
a simplified model of a biological cell. The Figure 2 presents a schematic of a cell and its
commonly used associated single-shell model associated where the cell membrane and
cytoplasm are represented by a shell and a core with their own complex permittivity [8-10].

Indeed, the single-shell model considers the cytoplasm and its content as a homo-
geneous dielectric sphere enveloped by the plasma membrane. This model limits the
number of dielectric parameters to take into account only the complex permittivity of
the intracellular content, the cell membrane and the suspension medium. Actually, the
Clausius-Mossotti factor depends on these parameters as well as the frequency of the
applied field. This single-shell model will be considered in this paper.



Biosensors 2021, 11, 388

40f18

pinocytotic
vesicle
mitochondrion

lysosome

#»zw@ :
p /@
Qj
smooth ER 7

(no ribosomes) | ©

Golgi
vesicles

Suspension
medium

Golgi
apparatus

nucleolus
rough ER

(endnplasmlc
reticulum)

.
Em

th,
nucleus

2)

Each composed of 9

ﬁﬁl microtubule triplets.
@ @ microtubules
cell (plasma) ,
membrane
ribosome
\, e
(a)

(b)

Figure 2. (a) Representation of a biological cell in a suspension medium; (b) its single-shell model

with ¢ . the complex permittivity of the cellular content, ¢, the complex permittivity of the cell

int
membrane and th;; the thickness of the cell membrane and ¢y, the complex permittivity of the

suspension medium.

1.3. Effect of the Cellular Dielectric Properties on the Clausius—Mossotti Factor

Figure 3 illustrates the frequency-dependent cell behavior through the real part of
the CM factor (Figure 3a). The dielectric parameters and cell geometric parameters are
reported in Table 1. The real part plot in Figure 3a is computed thanks to the myDEP
software [11]. nDEP behavior can be observed at very low frequency (lower than 400 kHz)
and at high frequency (at least higher than 150 MHz), and pDEP behavior can be seen
at medium range frequency (between 500 kHz and 100 MHz). The plot of the CM factor
hence presents alternations between a repulsive state (nDEP) and an attractive state (pDEP).
Two crossover frequencies f,p; and f,g, appear where the real part of the CM factor becomes
null. fy07 occurs at low frequency, whereas f,, occurs at higher frequency.

Moreover, from Figure 3a, 100 kHz and 1, 20 and 500 MHz frequencies were selected
in order to study the dielectric response of the cells. Indeed, these frequencies correspond
to the two different DEP behaviors but at low frequency (frequencies n°1 and n°2) and at
high-frequency regime (frequencies n°3 and n°4). COMSOL Multiphysics® computations
were performed with the AC/DC electric current module in Figure 3b. The parameters
from Table 1 were used for the simulation in such a way that the results correspond to the
curve of the real part of the CM factor. As said before, the cell is represented by the single-
shell model with the core: its intracellular content, and the shell: its plasma membrane.
The cell is here considered to be suspended in a low-conductivity medium. The electric
potential is 1 Vpp. The shown colors represent the electric field intensity in V/m from
dark blue (the field intensity is 0 V/m) to dark red (the field intensity is maximum). One
can notice that for the nDEP behavior (at 100 kHz and 500 MHz), the electric field lines
(black streamlines) bypass the cell, whereas for the pDEP behavior (at 1 and 20 MHz), the
electric field lines seem attracted inside the cell. This is mainly due to the reorientation
of the charges at the interface between the cell membrane and the medium [7]. One can
also notice that at low frequency, no field can reach the cell content. The electric field is at
maximum inside the plasma membrane, which hence acts as an insulator. As a result, at
low frequency, the electromagnetic field will be more sensitive to the physical and dielectric
properties of the cell membrane. The more the frequency of the applied signal increases,
the more the electric field can penetrate inside the cell and starts to interact with and so
probe the cellular content. Consequently, at high frequency, the electromagnetic wave can
be deeply sensitive to the intracellular content.
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Figure 3. Numerical simulation of a cell dielectric behavior in function of the frequency with the parameters from Table 1.

The design used for the biological cell is the single-shell model. (a) Numerical simulation of the real part of the Clausius-
Mossotti factor. The red stars correspond to the chosen frequencies for the COMSOL simulation; (b) COMSOL simulation
of the single-shell model for different frequencies (100 kHz; 1 MHz; 20 MHz; 500 MHz) which correspond to the curve
of the CM factor. The color scale corresponds to the electric field intensity (V/m) and the black lines correspond to the

electric streamlines.

Table 1. Values of the different dielectric and cellular parameters used in the COMSOL
Multiphysics simulation.

Parameter Value
Particle radius 11.5 pym
Membrane thickness 700 nm !
Intracellular relative permittivity 50
Intracellular conductivity 0.5S/m
Membrane relative permittivity 1002
Membrane conductivity 1.43 x 104 S/m 2

Medium relative permittivity 78
Medium conductivity 0.02S/m

I Membrane thickness was increased by 100 in order to avoid mesh issues during the computation. 2 Data
were modified proportionally due the modification of the membrane thickness in order to respect the cell
dielectric behavior.

Moreover, it is possible to change the value of the dielectric parameters in order to
study the evolution of the real part of the CM factor and the parameter dependency of the
two crossover frequencies as has been carried out in [12-14]. A first approximation of the
crossover frequency fyp; can be expressed as [7]:

f o thcm
01= — =
3 o \@71 T €m

The crossover frequency f,9; depends mostly on the dielectric parameters of the
plasma membrane, but also the particle radius. Hence, f,9; is more sensitive to the cell
shape, its morphology and to the plasma membrane properties. It has been widely used to
separate cells or polystyrene particles of different size [15,16] and to separate living from
non-viable cells [17]. The second crossover frequency fyg, can be approximated with the
assumption that the conductivity of the suspending medium (20 mS/m, see Section 2) is
significantly below the intracellular value expression [18]:

Oint 1
= 5
fx2 27 \/2£2m — €int€ém — g2 ©)

int
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The crossover frequency fyp, depends on the dielectric parameters of the intracellu-
lar content [19]. Hence, cells can be individually electro-manipulated by the DEP force
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motion according to their own dielectric properties of their cytoplasm. As an example,
UHEF-DEP has already been successfully used in order to discriminate differentiated from
undifferentiated medulloblastoma cells [20,21].

This paper aims to show the relevance of the identification of the crossover frequency
fx02 as the DEP signature and then using it as an appropriate discriminant biomarker to
detect CSCs within tumor cell population. Therefore, the two crossover frequencies fy;
and f,0» have been measured for each investigated GBM cell and compared.

2. Materials and Methods
2.1. Cell Line Culture

Human GBM cell line U87-MG was purchased from American Type Culture Collec-
tion (ATCC). Cells were grown in different culture conditions (see below) at 37 °C in a
humidified atmosphere of 5% CO,-95% air. Cancer stem cells enrichment was obtained
submitting cells to stringent culture conditions with the Define Medium (DM). Two culture
conditions were used for the cells’ DEP characterization:

e Normal Normoxia Medium (NM): induces normal differentiation in DMEM supple-
mented by 10% FBS, 2 mM glutamine and 1% penicillin/streptomycin.

e  Define Normoxia Medium (DM): the starvation of 10% Fetal Bovine Serum (FBS) in
this medium induces stringent conditions. DM is supplemented in two specific growth
factors: EGF (Epidermal Growth Factors) and bFGF?2 (basic Fibroblast Growth Factors)
required for clonal expansion and the formation of glioma spheres which are composed
of several thousand aggregated cells. DM composition consists in DMEM/F12 supple-
mented by 0.6% glucose, 1% sodium bicarbonate, 1% MEM non-essential amino acids,
5 mM HEPES, 9.6 pg/mL putrescine, 10 pg/mL ITSS, 0.063 ug/mL progesterone,
60 pg/mL N-acetyl-L-cysteine, 2 ug/mL heparin, 0.1 mg/mL penicillin/streptomycin,
50X B-27 supplement without vitamin A, 20 ng/mL EGF, 20 ng/mL bFG.

Hence, it is expected that the Define Medium will select undifferentiated cells and also
promote the emergence of CSCs, whereas the Normal Medium will induce a differentiation
of cells and so will result in a very low ratio of cancer stem cells. For the differentiated
cells, they were cultured for 6 days in NM before the DEP characterization. For the
undifferentiated cells, they were cultured for 5 days in DM or maintained during 21 days
in DM in order to study the kinetics of CSC appearance and the emergence of stem
cell characteristics.

2.2. Primary GBM Cell Isolations, Culturing and Separation by Flow Cytometry

For some validation experiments, four different primary cell cultures have been iso-
lated and established in vitro from GBM patients to characterize any potential difference
in term of DEP signature between bulk cells and their relative CSCs counterparts. Writ-
ten informed consent for the donation of adult tumor brain tissues was obtained from
patients before tissue collection under the auspices of the protocol for the acquisition
of human brain tissues obtained from the Ethical Committee of the Padova University
Hospital (2462P). In particular, GBM cells were isolated from tumors during surgery as
previously described [22]. Briefly, resected GBM samples were dissociated, and single cell
suspensions were grown in Define Medium under hypoxic conditions (DH). Indeed, GBM
cells were maintained in an atmosphere of 2% oxygen, 5% carbon dioxide and balanced
nitrogen in a H35 hypoxic cabinet (Don Whitley Scientific Ltd., Shipley, UK) to achieve a
proper expansion of the CSC subpopulation in hypoxic conditions mimicking the GBM
microenvironment [23].

After proper expansion in vitro, primary GBM cells were incubated with a PE mouse
anti-CD133 (AC133) antibody (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) according to
manufacturer’s indications and then separated into a CD133+ and a CD133— subpopula-
tion by means of Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS) in a MoFlo XDP cell sorter
(Beckman Coulter, Brea, CA, USA). A CD133 versus side scatter dot plot revealed the
populations of interest characterized by the expression (or not) of the CD133 marker. Cell
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fractions were selected by setting appropriate sorting gates as previously described [24].
Upon sorting, isolated GBM cell subpopulations (CD133+ and CD133—) were washed
in Phosphate Buffered Saline (PBS), frozen in medium containing 10% DMSO and then
cryopreserved in liquid nitrogen for subsequent thawing and DEP characterization.

2.3. DEP Suspension Medium

Few minutes from the DEP characterization, U87-MG cells were suspended in an
osmotic medium adapted for DEP electro-manipulation made from deionized water (ion
free) supplemented by sucrose. The conductivity of the DEP medium is 26 mS/m and the
pH is 7.4. The crossover frequency measurements were performed at room temperature.

2.4. Comparative Transcriptomic Analysis (mRNA Levels) of the Stemness Phenotype

In order to confirm the enrichment of undifferentiated cells in Define Medium (DM),
a comparative transcriptomic analysis of the stemness phenotype was performed.

The extraction of the total RNA from U87-MG cell line was carried out using the
RNeasy kit (Qiagen) on 1 million cells according to the manufacturer’s recommendations.
Quantitative Polymerase Chain Reaction (qPCR) was performed on 50 ng of cDNA using
Tagman probes on GAPDH and HPRT as reference genes. The CSC markers used are
CD133, Nanog, Sox2 and Oct4. The analysis is performed using QuantStudio3 (Thermo
Fisher) and relative expressions are estimated by AACt method using the average of the
two reference genes as endogenous control.

2.5. Crossover Frequency Experiment
2.5.1. DEP Sensor Design and Experimental Setup

In order to identify the cells” DEP signature, we use a specific BiICMOS RF-sensor
implemented on a microfluidic chip, as presented in Figure 4. The developed UHF-DEP
lab-on-chip allows the electro-manipulation of one single cell. Its structure is made of
four electrodes to generate a non-uniform electric field. They are set at 90° across the
microfluidic channel. In order not to disturb the fluid flow and not to obstruct the channel
with the passage of cells, the two electrodes parallel to the channel (in dark gray in
Figure 4b) are very thin and 0.45 um high. The other pair of electrodes perpendicular to
the channel are thicker: 9 um high, in order to ensure a sufficiently strong field over the
height of the channel. The implemented gaps between the electrodes are 40 pm wide to
generate dielectrophoretic force with a low applied voltage to trap efficiently biological
cells. The two pairs of electrodes are biased with a high-frequency continuous wave (CW)
signal. The fabrication process of the chip is detailed in [25]. The microfluidic channel is
molded in a polydimethylsiloxane (PDMS) cap to drive the cell suspension to the sensor
array. The channel is 150 pm wide and 50 pm high.

The experimental setup for the crossover frequency measurement is shown in Figure 5.
Once the cells were suspended in the DEP medium, the Eppendorf was linked to the UHEF-
DEP lab-on-chip thanks to capillary tubes. The cell suspension is injected in the chip by
external flow controllers. They apply input and output pressures in order to regulate the
speed and the motion of the cells in the microfluidic channel.

The UHF signal is produced thanks to a radio-frequency signal generator (whose
frequency range is adjustable from 10 MHz to 1.1 GHz) which is then amplified. The
signal generated can reach a magnitude of 10 Vpp while keeping a high purity continuous
wave (CW) signal. During the crossover frequency measurement, the signal voltage is set
between 2 and 4 Vpp. The applied signal is then directed to a power divider in order to bias
the pair of thick electrodes simultaneously with the same signal, while the thin electrodes
are grounded. The DEP signal is propagated until the quadrupole sensor thanks to 50 ()
microstrip transmission lines which are connected to RF probes. The switch driver allows
switching between the high-frequency applied signal to the low-frequency applied signal.
To measure the first crossover frequency fyp1, a low-frequency signal can be generated by a
second generator whose frequency range can be set from 1 uHz to 80 MHz. Then, the low
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frequency applied signal is set between 2 and 4 Vpp and propagated through the power
divider to the RF probes.

Thin
electrodes

RF coplanar
waveguides

Figure 4. (a) Quadrupole microelectrodes sensor implemented with a microfluidic channel in BiCMOS; (b) Scanning
Electron Microscopy (SEM) picture of a quadrupole sensor.

Figure 5. Experimental bench where the crossover frequencies measurements are performed. The
labeled parts refer to: (1) external flow controllers Elveflow OB1; (2) cell suspension; (3) UHF-DEP
microfluidic chip, a zoomed picture is shown in the red dotted box; (4) Scope.A1 Zeiss Microscope;
(5) camera Axiocam 105 color Zeiss; (6) RF probes MPI TITAN T26P-GSG-150; (7) power divider;
(8) power amplifier Bonn Elecktrik BLWA 100-5M; (9) power meter Anritsu ML2496A; (10) attenua-
tor/switch driver 11713A HP; (11) low-frequency generator Agilent 33250A; (12) RF signal generator
SMB 100A from Rhode & Schwarz.
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2.5.2. fyo1 and fypy Crossover Frequencies Measurements

The aim of this article is to show that we can take benefit from the second crossover
frequency fyp, to discriminate differentiated cells from undifferentiated cells in GBM cell
line and patient GBM cells from primary culture, whereas fyy; cannot emphasize this
discrimination. To do so, we used our lab-on-chip to measure the crossover frequencies and
to characterize cells’ DEP signature according to their different culture conditions (Normal
Medium NM and Define Medium DM). First, the cells are brought to the characterization
area, i.e., the quadrupole sensor, thanks to the external flow controllers. Once a single
cell is present in the center of the quadrupole such as in the first picture of Figure 6b, the
flow is temporarily cut off and stabilized in order to proceed to the crossover frequency
measurement and the electromagnetic signal is switched on. The flow is stopped during
the DEP characterization to avoid the competition between forces, so that the cell is only
submitted to the dielectrophoretic force and the natural gravity.

220-172 MHz 172-169 MHz 169 MHz

(b)

Figure 6. Principle of the crossover frequency measurement: (a) schematic of the microfluidic chip with a zoom in on one

quadrupole sensor. Computation of the biased sensor in a non-uniform electric field (COMSOL Multiphysics®). The scale

color corresponds to the normalized electromagnetic field intensity; (b) dielectrophoretic response of a single U87-MG

NM cell under an UHF applied signal for frequencies between 220 and 169 MHz. The second crossover frequency fy; is

measured at 169 MHz.

The Figure 6a shows the quadrupole biased whatever the investigated frequency from
the low- to high-frequency range. One can notice that the areas of strong electric field
intensity (in orange/red) are located at the different edges of the electrodes. As said before,
these zones are related to the pDEP cell behavior, whereas the area of weak field intensity
(in dark blue) is located at the center of the electrodes, which is assimilated to the nDEP
cell behavior. The DEP sensor is biased firstly with the UHF generated signal at 500 MHz.
At this frequency range (Figure 3a), we expect the cell to present nDEP behavior, and it
is far from its crossover frequency. The dielectrophoretic force is thus repulsive and the
cell is trapped within the central electrical cage created by the quadrupole, as shown in
the first picture of Figure 6b. Then, we decrease the frequency of the applied signal. The
DEP force starts to become attractive and we can observe the first movement of the cell
(second picture in Figure 6b). Finally, the cell is pulled toward the edge of one of the lateral
electrodes, which is the pDEP area (last picture in Figure 6b). Hence, we can tune the
frequency of the signal from a repulsive state in the center of the sensor to an attractive
state. The crossover frequency fyg, can be determined from the motion of the cell from the
nDEP behavior to the pDEP behavior, which can be observed optically under a microscope.
In order to precisely identify fyo,, we first decrease the frequency of the applied signal by
steps of 10 MHz in order to approach the crossover frequency. Then, we slowly scan the
frequency by steps of 1 MHz to observe the cell motion. This operation is repeated once
again in order to accurately determine f.(,. Then, we increase the applied frequency to
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place the cell in the center of the quadrupole. We turn off the UHF signal generator and
use the switch driver in order to inject the low-frequency signal in the lab-on-a-chip and
to determine the first crossover frequency fyp; of the same cell. The same procedure for
the characterization of f,, is used for the measurement of f,p;. We turn on the generator
and we apply a sinusoidal signal at 10 kHz in order to place the cell in its nDEP behavior.
Next, we increase the frequency by steps of 10 kHz until we observe the cell motion. Then,
we scan slowly the frequency by steps of 1 kHz to have an accurate value of the crossover
frequency. This characterization process is duplicated to confirm the measured value.
Finally, the electric signal is turned off and the flow pressure at the chip inlet is increased
to release the characterized cell and renew the cell suspension in the microfluidic channel.
A new cell is next trapped and fully characterized following the same method.

Hence, the resolution of the two measured crossover frequencies fy; and fy; is, respec-
tively, 1 kHz and 1 MHz. One should notice that due to the natural biological heterogeneity
occurring among a cell population, the crossover frequencies might spread out on a more
or less large frequency range. Nevertheless, the repeatability and reproducibility of the
crossover frequency measurements allow us to consolidate the collected data. Afterwards,
the comparison of different crossover frequencies recorded from distinct cells or conditions
is validated with statistical analyses. Hence, we consider that the identification of the DEP
signature (collection of crossover frequencies from distinct tumor cells) is representative of
the whole cell population.

2.6. Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using PAST software. Comparisons between groups
were analyzed by ANOVA test. p < 0.005 was considered significant (* p < 0.05; ** p < 0.01;
***p <0.001)

3. Results
3.1. Enrichment of CSC in the Define Medium

In order to enrich the tumor cell populations in undifferentiated cells related to
CSC, U87-MG cells were cultured in Define Medium for 5 days. Morphological changes
are observed macroscopically in these stringent culture conditions. As expected, the
morphology of U87-MG NM vs. U87-MG DM is completely different (Figure 7a). In
Normal Medium, cells are spread out in the petri dish, whereas in Define Medium, cells
develop the ability to form glioma spheres due to the presence of specific growth factors
(EGF and bFGE-2). It is known that neural stem cells cultured in vitro have the capability
to generate clonal structures called “neurospheres” [26]. Glioma spheres are composed
of a wealth of aggregated cells. However, just before the DEP characterization, cells are
resuspended in the DEP medium and glioma spheres are mechanically broken with the
action of a micropipette. When the cell suspension is injected in the lab-on-a-chip, the cells
cultured in different conditions present a round shape, and no significant difference in
morphology can be observed under an optical microscope (Figure 7b).

To confirm the enrichment of cancer stem cells from total cell population, we achieved
a transcriptomic analysis in order to assess the changes of mRNA expression levels related
to CSC biomarkers (CD133, Nanog, Sox2 and Oct4) when U87-MG cells were cultured either
in the Normal Medium or in define medium. mRNA relative quantification of U87-MG
cultured in Define Medium were normalized, respectively, to the gene expression of U87-
MG culture in the Normal Medium (dotted line) (Figure 8). As expected, CSC transcripts
were overexpressed in define medium cultured cells, confirming the enrichment of CSCs in
cell subpopulation.
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Figure 7. (a) Microscope view of the U87-MG cell line cultured in two different conditions: Normal
Medium (NM) and after 2 days in define medium (DM); (b) microscope view of characterized
U87-MG cell line trapped in our quadrupole sensor.
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Figure 8. Comparative analysis of gene expression of four undifferentiated markers: CD133, Nanog,
Sox2t and Oct4 among U87-MG cell line, cultured in Normal Medium (dotted line), or in define
medium, measured by Real Time PCR. *** represents p-value < 0.001, ** represents p-value < 0.01.

3.2. Dielectrophoretic Signatures fyo; and fyop of U87-MG Cell Line

The U87-MG cell line has been characterized using the microfluidic lab-on-a-chip
using the method previously described. The first crossover frequency f,y; and the second
crossover frequency fy, of the same trapped cells have been successively measured.

The measurement results for both culture conditions summarized in the violin plot
thereby illustrate the distribution over frequency of the data (Figure 9). Violin plots are
very similar to box plots, except that they additionally show the probability density curve
of the different data. The small white dot marker labels the median value of the dataset
(small white dot). Moreover, as for the box plot, the first and fourth quartiles of the dataset
are represented by the thin black line, and 50% of the whole cell population is concentrated
in the thick black line. The extreme peaks correspond to the minimum and maximum
values. In Figure 9, one should notice that the scales for the two crossover frequencies are
the same except that the unit are kHz and MHz for f,p; and f,,, respectively.
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Figure 9. Graphic violin plot representation of U87-MG cells crossover frequencies f,p; (left graph)
and fyop (right graph), cultured in two different conditions: Normal Medium (NM) and define
medium (DM). *** represents p-value < 0.0001.

Descriptive statistics including number of cells, median value and standard deviation
of crossover frequency for distinct culture conditions are reported in Table 2. One can
notice, for both crossover frequencies datasets on Figure 9, the wide-ranging dispersion
of measured values, which is also reflected in the value of the standard deviation. This
observation is due to the normal heterogeneity of the cells among the GBM cell population.
At low frequency, fyo1 is influenced by the small difference of the cell size and morphology
within the cell culture, while at high frequency, f;9, might be dependent of intracellular
changes or alterations. For instance, during the cell cycle, the nucleocytoplasmic ratio
might differ from a cell to another as they are not synchronized during the culture [27].
However, the violin plot highlights the fact that cell’s crossover frequencies are gathered
around their respective median value.

Table 2. Values regarding the crossover frequency measurements of the U87-MG cell line.

Cell Culture Crossover Number of

Conditions Frequency Cells Measured Median Value SD
Normal Medium (NN) f 139 82 kHz 31.5 kHz
Define medium (DN) x01 134 74 kHz 32.1kHz
Normal Medium (NN) f 139 109 MHz 35.2 MHz
Define medium (DN) x02 134 88 MHz 27.9 MHz

A representative number of cells have been individually characterized to statistically
consolidate the collected dataset and make the established signatures significant. One can
notice that the distribution of the first crossover frequency f.g; is mostly the same for the
two culture conditions, NM vs. DM. The median value of f,y; for the undifferentiated
enriched population (DM) shows no significant difference with the normal conditions:
74 and 82 kHz, respectively. Indeed, as shown previously in Figure 8, both U§7-MG NM
and U87-MG DM present the same round shape morphology. In contrast, the distribution
of the second crossover frequency fyg, exhibits a significant difference despite an overlap in
frequency. This can be explained by the fact that GBM cell population cultured in normal
conditions include a majority of differentiated cells but also few undifferentiated cells.
However, for the DM conditions, there are more undifferentiated cells, since presenting
stringent survival conditions, DM is more selective. Thus, we can observe a decrease in
the crossover frequency fyp, with the presence of the DM cell pool. The median values for
U87-MG NM and U87-MG DM are, respectively, 109 and 88 MHz. The decrease in fy,
shows a significant difference between the two cells’ phenotypes, as the p-value is lower
than 1073,
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This demonstrates that undifferentiated cells compared to differentiated cells own
different intracellular dielectric properties. Despite displaying two crossover frequencies,
only the one in the UHF range, f¢», is sufficiently meaningful to be exploited for identifying
cells presenting an undifferentiated state or a stemness-like phenotype. These results show
how promising UHF-DEP cell profile analysis might be for the discrimination of cell
subpopulation within the tumor. Next, we will focus on the second crossover frequency
fr02 and strengthen the relevance of using UHF-DEP as a discriminant parameter through
a kinetic study of the evolution of the stemness phenotype.

3.3. Kinetic Evolution of the Stemness Phenotype

As the enrichment of this cell population is accomplished by seeding normal U87-MG
cells in Define Medium, either cells already exerting an undifferentiated profile can survive,
or other cells must acquire phenomenon is a process that requires several division cycles
and we specific features related to stem cells to survive in Define Medium. With the
acquirement of cell undifferentiated status, cell aggressiveness is increased and is related to
tumor aggressiveness. The undifferentiation proposed to follow its kinetics by UHF-DEP
to demonstrate the potential of the UHF-DEP microsystem developed.

To do so, the U87-MG cell line was cultured within three different conditions: (i) 6 days
in Normal Medium (NM); (ii) 5 days in Define Medium (DM); (iii) maintained during
21 days in Define Medium (DM+). The results of the measured crossover frequency fyo»
are presented in the violin plot chart in Figure 10. In addition to the data already collected
previously for U87-MG NM and U87-MG DM cells, we remeasured about hundred more
crossover frequencies fyo, in order to consolidate the previously obtained DEP signatures
and to improve the statistical strength of our analysis.

* X ¥

250 4
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150 1
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50 4

Crossover frequency (MHz)

U87 — MG NM U87 — MG DM U87 — MG DM +

Figure 10. Graphic violin plot representation of U87-MG cells crossover frequency fygz, cultured in
three different conditions: (i) 5 days in Normal Medium (NM); (ii) 5 days in define medium (DM);
(iif) 21 days in define medium (DM+). *** represents p-value < 0.001.

Statistics results related to the collected data are reported in Table 3, including the
median value and the standard deviation of f,p;. As said before, the distribution of the
second crossover frequency values is dispersed. This observation is highlighted by the
high values of the standard deviation. However, the standard deviation seems to decrease
the more the cells are maintained in Define Medium. Indeed, as the GBM cell line presents
a high biological heterogeneity, the Define Medium tends to select only cells which are
able to survive under such stringent culture conditions, i.e., cells with an undifferentiated
phenotype. Despite the data dispersion, the violin plot shows that the cell’s crossover
frequency values are mostly gathered around their respective median value.
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Table 3. Values regarding the crossover frequency measurements of the U87-MG cell line.

Culture Condition Median Value SD
Normal Medium (NM) 108 MHz 36.2 MHz
Define Medium (DM) 88 MHz 27.9 MHz
Define Medium (DM+) 67 MHz 22.1 MHz

In Normal Medium, the median value of the second crossover frequency is 108 MHz.
After 5 days in Define Medium, the median DEP signature decreases to 88 MHz and after
16 additional days in Define Medium, it is 67 MHz. The two successive decreases in fy,
observed between the three cell populations present significant differences, as the p-value
is lower than 102. In correlation with the previous experimentation, a lower dielectric
signature seems to potentially characterize cells presenting a stemness-like phenotype.

One can also notice that although more cells were characterized in the NM and DM
conditions for this measurement campaign, the median value of the crossover frequency is
not affected and remains the same compared to the first campaign (related in Table 2). It
shows the robustness and the reproducibility of our method to measure the DEP signatures
of cells.

These two experiments demonstrate the ability of the developed UHF-DEP lab-on-
chip to successfully extract information about the potential stemness status of U87-MG
cells by the measurement of the second crossover frequency fy;.

3.4. Dielectrophoretic Signatures fvy; and fyo2 of GBM Primary Cultures

We previously measured (in Section 3.2) the low- and high-frequency DEP signatures
of the U87-MG cell line, cultured in two different conditions in order to induce an undiffer-
entiation corresponding to the CSC subpopulation. From the obtained crossover frequency,
fxo1 did not show any difference between Normal Medium and Define Medium. However,
we demonstrated that f,, presents a significant difference and can be a relevant discrimi-
nant parameter to identify the CSC subpopulation. These results of the DEP signatures
were obtained from the in vitro cell line.

To go further, we proposed in the last section of this paper to repeat this experiment
on ex vivo GBM primary cultures to demonstrate the potential clinical applications of
our approach.

The two crossover frequencies fy; and fyp,, respectively were characterized in GBM
primary culture cells derived from four patients. These cells were collected after surgery
on patients suffering from glioblastoma. Once extracted from the tumor samples, cells
were put in culture according to the procedure indicated in Materials and Methods. As for
the U87-MG cell line, a few minutes before DEP characterization, the ex vivo GBM cells
were resuspended in the DEP medium. Then, for each investigated cell, their two crossover
frequencies f,9; and f,(, were measured with the previously described protocol.

Before DEP characterizations, the GBM cell population was first separated into
two subpopulations: CD133— and CD133+. CD133 is a transmembrane protein expressed
in human hematopoietic stem cells and progenitor cells [28]. As said before, CD133 is a
biomarker associated with stem-like cells, and thus with tumor regeneration. It is possible
to mark cells with monoclonal antibodies anti-AC133 coupled with a fluorochrome to
detect the presence of the peptide CD133 on the cell surface [29]. Nevertheless, CD133 can
be also expressed in differentiated cancer cells, so the whole cell population will present
a fluorescent intensity gradient [30]. Hence, we impose a threshold of the fluorescent
intensity during the passage of cells in the flow cytometer to define two subpopulations.
The CD133+ population is the cell population that overexpresses the marker and thus
is enriched in CSCs, while the CD133— population is the population of differentiated
cells [28]. Therefore, we separate and isolate the CSC cell population from the differenti-
ated one thanks to a fluorescent marker, before DEP characterizations of these populations.
The results of the measured crossover frequencies fyy; and f,(, for both populations are
presented in the violin plot (Figure 11).
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Figure 11. Graphic violin plot representation of crossover frequencies f,y; and f,p, of GBM primary cells collected from
four different patients. *** represents p-value < 0.001.

One should notice that the scale for the two crossover frequencies is the same except
that the units are kHz and MHz for f,; and fyg, respectively. The data distribution of
crossover frequencies fyp; and fyg, from the characterized glioblastoma cell shows similar
violin plot shapes although cells were derived from four different patients (Figure 11).
Indeed, we can expect from ex vivo GBM cells to be even more genetically heterogeneous
from one patient to another than the immortalized U87-MG cell line. Median values of the
crossover frequencies measured for each isolated population are reported in the Table 4.
The obtained results highlight that our DEP cell analyzer lab-on-chip is a relevant and
reliable tool to study and analyze either in vitro or ex vivo dissociated samples.

The distribution of the first crossover frequency fyp; is mostly the same for the
two isolated populations, CD133— vs. CD133+. The median value of f,; for the un-
differentiated population (CD133+) shows no significant changes with the differentiated
one. At low frequency, the largest signature dissimilarity between the two conditions corre-
sponds to patient 4, where f,(; displays a change of 15 kHz between CD133— and CD133+
conditions (from 78 to 63 kHz). However, this difference is not statistically significant to
discriminate the subpopulation of CSCs overrepresented in the CD133+ cells. The distribu-
tion of the second crossover frequency fyo, exhibits a difference despite an overlap among
the measured values. This can be explained by the method of enrichment through flow
cytometry. Indeed, the CD133 biomarker is not a binary label as the whole cell population
might present different fluorescent intensities. With this fluorescent gradient, we choose
a threshold to separate GBM cells into two subpopulations and to be selective toward
CSC population. Thus, we can observe a decrease in the crossover frequency fyp, with the
presence of the CD133+ cell pool. The median values of the second crossover frequency
display the smallest change for patient 4, which is 125 MHz (from 216 to 91 MHz). The
decrease in f,p; shows a significant difference between the two cell populations, as the
p-value is lower than 10~3. Moreover, one can notice in Figure 11 that at high frequency,
the CD133+ cell population displays a stoutness around the median value compared to the
CD133— cell, for whom the values are gathered around their median.
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Table 4. Values of the crossover frequency measurements of the GBM primary culture extracted from
tumor samples of four different patients.

Cell Population Crossover Frequency Median Value
CD133— 88 kHz
fxO]
CD133+ 83 kHz
Patient 1
CD133— 229 MHz
fx02
CD133+ 92 MHz
CD133— 89 kHz
fro1
CD133+ 83 kHz
Patient 2
CD133— 248 MHz
fxOZ
CD133+ 86 MHz
CD133— 81 kHz
fro1
CD133+ 70 kHz
Patient 3
CD133— 225 MHz
fx02
CD133+ 92 MHz
CD133— 78 kHz
fxO]
CD133+ 63 kHz
Patient 4
CD133— 216 MHz
fx02
CD133+ 91 MHz

Such results validate that we can exploit the intracellular dielectric properties differ-
ences between differentiated and undifferentiated cells by measuring the second crossover
frequency fyp2. The cells extracted from patients’ GBM tumor samples show similar behav-
ior as observed with an in vitro GBM cell line. The f,, median value of ex vivo cells are
not the same as in vitro results, but we can extrapolate that an ex vivo cell with a low fy,
could be a stem-like cell.

4. Conclusions

In this article, we used an innovative microfluidic device based on high-frequency
dielectrophoresis for single-cell characterization in order to discriminate and identify the
cancer stem cell subpopulation. First, we evaluated the discrimination capabilities of our
microfluidic device in vitro on a glioblastoma cell line. U87-MG cells were cultured in
two distinct conditions: one inducing differentiation and the second selecting immature
and undifferentiated cells. Our results suggest that the expression of biological CSC
markers and the measurement of the UHF crossover frequency fyo are closely linked. At
this frequency range, our lab-on-chip is able to interact with the intracellular content, which
is more representative of the undifferentiated features of cells, making UHF-DEP greatly
relevant to investigate the stemness status of cancer cells. As a first step towards clinical
experiments, some GBM cells were extracted and cultured from patients’ tumors. These
GBM primary cells have been sorted into two subpopulations according to their expression
level of CSC biomarker CD133. Whatever the considered patient, observed DEP signatures
display the same profile. As previously identified, f,p, shows a more significant and more
important difference between the two cell phenotypes than f,y; and so is confirmed to be
a relevant CSC discriminant parameter. As primary culture cells are more representative
of tumor than cell lines, we believe that it might be possible to transpose this capability
of UHF-DEP cell characterization for recognizing “stemness” features from tumor cells
derived to a broad range of GBM patients.

UHEF-DEP is a very promising tool with great potential to discriminate cells according
to their internal biological properties. Hence, from the identification of UHF-DEP signa-
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tures, we can see the perspective to develop a cell sorting device for isolating cancer stem
cells [31]. In the future, the early detection of CSC subpopulation in a glioma tumor with
a UHF-DEP approach could have a prognosis value on therapeutic response and might
allow adaption of a therapeutic strategy following diagnosis.
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Annexe 2 : Tableau récapitulatif des résultats des Figures 30 et 31, les valeurs obtenues

représentant la moyenne des triplicats

Figure 30 :
Proportions cellulaires (%)

LTc LTh LTreg NK

ANT 74,8 82,2 30,9 18,2

ATNM 73,9 96,0 30,4 13,7

ATDM 77,5 97,5 28,5 14,7
Figure 31:

Niveau d’activation cellulaire
LTc NK

% MFI % MFI

ANT 17,9 4599 13,9 5569

ATNM 21,7 4366 18,9 5205

ATDM 22,9 3818 21,7 4205

A NT : Activées Non Traitées

A T NM : Activées et Traitées avec des EVs provenant de
cellules cultivées en NM (= ¢ différenciées)

A T DM : Activées et Traitées avec des EVs provenant de
cellules cultivées en DM (CSCs)
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Annexe 3 : Tableau récapitulatif des résultats obtenus pour les Figures 32 et 33, les

valeurs obtenues représentant la moyenne des triplicats

Figure 32 : Expression des checkpoints par les

lymphocytes T
LT LTc LTh
% MFI % MFI % MFI
PD-1 7,3 8722 12,6 6915 11,9 2931
A
PD-1L1
NT 99,6 68 952 7,8 5275
PD-L2 9,9 6779 2,8 7485 42,2 13 601
PD-1 16,7 8933 22,8 6883 15,2 2898
AT
PD-L1
NM 99,8 86 388 8,9 5904
PD-L2 23,9 6987 4.8 7424 53,2 14 310
PD-1 16,99 8866 17,9 6736 15,4 2933
AT 137
M | PPt | 909 249 7,1 5563
PD-L2 23,2 5931 29 7289 51,1 14 169
Figure 33 : Expression des checkpoints par les cellules NK
% MFI
PD-1 1,6 11 220
A
PD-L1
NT 35,1 3859
PD-L2 0,02 30 082
PD-1 2,2 10 235
AT
PD-L1
NM 36,3 4044
PD-L2 0,07 54 948
PD-1 1,7 11 699
AT
PD-11
DM 40,9 3753
PD-L2 0,02 22740

A NT : Activées Non Traitées

A T NM : Activées et Traitées avec des EVs provenant de
cellules cultivées en NM (= ¢ différenciées)

A T DM : Activées et Traitées avec des EVs provenant de
cellules cultivées en DM (CSCs)
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Résumé

Le cancer colorectal (CCR) constitue la deuxiéme cause de décés par cancer en France,
faisant de cette maladie un véritable probleme de santé publique. Malgré une prise en
charge thérapeutique variée ayant permis d’améliorer considérablement la survie des
patients, des rechutes surviennent fréquemment et font suite a une maladie résiduelle
minimale. Cette derniére est la conséquence d’une résistance thérapeutique portée par une
sous-population de cellules tumorales nommeées les cellules souches cancéreuses (CSCs).
Ces CSCs demeurent un véritable défi de caractérisation du fait de leur phénotype trés
plastique. Pour remédier a cela, un laboratoire sur puce basé sur la technique de
diélectrophorése a ultra-haute fréquence (DEP-UHF) a été élaboré. Ce biocapteur mesure
individuellement la signature électromagnétique (EM) des cellules reflétant leur contenu
intracellulaire. Des lignées cellulaires ainsi que des cultures primaires de CCR, cultivées en
milieux normal ou défini pour enrichir respectivement la population cellulaire en cellules
différenciées ou en CSCs ont été utilisées. Les résultats ont démontré que la signature EM
des CSCs est constamment plus basse que celle des cellules différenciées. De plus, la
sécrétion de vésicules extracellulaires (EVs) par les cellules cancéreuses influe
considérablement sur la progression tumorale. Le traitement de cellules peu agressives par
des EVs provenant de CSCs a mis en évidence un transfert d’agressivité détectable par le
biocapteur, parfois méme lorsque les outils conventionnels n’indiquaient aucune variation.
Ces travaux démontrent la pertinence de ce laboratoire sur puce par rapport aux techniques
classiques de biologie car il permet d’analyser rapidement les cellules sans les marquer au
préalable. De plus, une forte proportion de CSCs étant corrélée a un risque élevé de
rechutes dans le CCR, la mise au point d'une méthode de tri basée sur la DEP-UHF
faciliterait leur détection précoce afin d’adapter la prise en charge thérapeutique.

Mots-clés : Cancer colorectal, cellules souches cancéreuses, vésicules extracellulaires,
diélectrophorése, laboratoire sur puce, signature électromagnétique.

Abstract

Colorectal cancer (CRC) is the second most deadly cancer in France, making this disease a
real public health issue. Despite many therapeutic regimens that have considerably improved
patients’ survival, relapses frequently occur because of a minimal residual disease. This is
the consequence of a therapeutic resistance carried by a particular subpopulation of tumor
cells called cancer stem cells (CSCs). These CSCs remain a challenge to characterize
because of their plastic phenotype. To undergo this, a lab-on-a-chip based on the ultra-high
frequency dielectrophoresis (UHF-DEP) technique has been developed. This biosensor
individually measures the electromagnetic (EM) signature of cells reflecting their intracellular
content. Cell lines as well as primary cultures of CRC, cultured in normal or define media to
enrich the cell population with differentiated cells or CSCs respectively, were used. The
results showed that the EM signature of CSCs is consistently lower than that of differentiated
cells. Furthermore, the secretion of extracellular vesicles (EVs) by cancer cells significantly
influences tumor progression. Treatment of low aggressive cells with EVs from CSCs
revealed a transfer of aggressiveness detectable by the biosensor, sometimes even when
conventional tools indicated no variation. This work demonstrates the relevance of this lab-
on-a-chip compared to standard biology techniques because it allows a rapid analysis of
cells without any labeling. Moreover, a high proportion of CSCs is correlated with a high risk
of relapse in CRC, the development of a sorting method based on UHF-DEP would facilitate
their early detection in order to adapt the therapeutic management.

Keywords : Colorectal cancer, cancer stem cells, extracellular vesicles, dielectrophoresis,

lab-on-a-chip, electromagnetic signature.
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