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INTRODUCTION

I- LE CANCER EPITHELIAL DE L'OVAIRE

I.1. GENERALITES

[.1.1. Définition et épidémiologie
On désigne par cancers de l'ovaire, les tumenmtignes développées aux dépens des
constituants spécifiques de l'ovaire. On exclueelte définition les métastases de cancers
d'autres origines (digestifs, mammaire, lymphomesLels cancers épithéliaux de I'ovaire
(CEO) sont les plus fréequents et représentent@d#ud5% des cancers de I'ovaire (Berkowitz,
Rim et al. 2010) et 3% a 4% de tous les cancers lgsefemmes (Gomez-Raposo, Mendiola
et al. 2010).

En France, le réseau francais des registres cdasers FRANCIM (France-Cancer-
Incidence et Mortalité) estime a 4 375 le nombrendaveaux cas diagnostiqués en 2005. lls
représentent 3,2% de I'ensemble des nouveaux canber les femmes. Le taux d’incidence
standardisé sur la population mondiale est de @100 femmes par an. Le cancer de
I'ovaire est essentiellement une tumeur de la femm@aopausée avec un age médian de 65
ans au diagnostic. Seulement 5% des cas des cal&cBovaire surviennent avant 40 ans sur
'année 2005. Il existe également une disparitggogahique du taux des cancers de l'ovaire
en France, puisqu’on note un léger gradient Noml/8vec les taux d’incidence les plus
élevés pour les départements du Nord et les plsisiéias la plupart des départements du Sud
(Tretarre, Remontet et al. 2005).

Avec 3180 déces par an observés en France é&n [20€ancer de I'ovaire se situe duang
des déces par cancer chez la femme. Le taux dealitdorstandardisé sur la population
mondiale est de 4.6/100 000 femmes par an. La féridevée de cette tumeur est due au
fait que la majorité des patientes (75%) ont uni&adia avancée (stades Il et IV) au moment
du diagnostic (Dinh, Harnett et al. 2008). En effetsurvie dépend essentiellement du stade
d’extension de la tumeur au moment du diagnoséicsurvie a cing ans au stade | de la
maladie est supérieure a 90% contre 25% dansddssstll et IV (Argento, Hoffman et al.
2008).

Une étude récente par le service francais thadde autorité de santé (HAS) estime a 4430

le nombre de nouveaux cas diagnostiqués en 20@8ate avec 3000 déces par an. Cette
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étude montre que le taux d’'incidence et de moétgddr le cancer de I'ovaire est a peu pres

constant entre I'année 2005 et 2008.

Au niveau mondial, 204 000 nouveaux cas et 1®b dEces par cancer de I'ovaire par an

sont estimés (Permuth-Wey and Sellers 2009).

[.1.2. Anatomopathologie

l.1.2.a. Rappel histologique de I'ovairemnal
Les ovaires normaux sont des organes ovoidaplatis qui mesurent, pendant la période
d’activité génitale de la femme, 3 cm de long, 2drriarge et 1 cm d’épaisseur et pese entre
2 et 4 g. Apres la ménopause, ils s’atrophient. beaires sont situés dans la cavité
péritonéale pelvienne. Les ovaires sont des glamibegs ayant pour fonction de sécréter des
hormones stéroidiennes (fonction endocrine) et elomaissance a des ovocytes (fonction

exocrine).

L’ovaire normal est formé de I'épithélium, de dane corticale et de la zone médullaire
(Figure 1).

L’épithélium
L’ovaire normal est recouvert d’un épithéliumvipaenteux ou cubique unistratifie, appelé

épithélium de surface ovarien (ESO). Cet épithéliest également référencé dans la

littérature sous le nom de mésothélium ovarien’épithélium ovarien normal.

L’épithélium de I'ovaire est séparé du stromarin par une basale et une structure dense:
la tunica albugineaqui joue un role de barriere pour la diffusiomgknts actifs. La faible
adhésion des cellules épithéliales a la basaletitamsine autre caractéristique originale. Cet
attachement peut étre rapidement perdu, par exesmpteurs d’'une intervention chirurgicale,
ou spontanément a la périphérie des ovaires demezs agées.

Avec I'age, I'ovaire humain présente un contdarplus en plus irrégulier, accompagné de
la formation d’invaginations de son épithélium &t kiystes. Les cellules de I'épithélium
tendent a former des colonnes dans ces invagisatiogans ces kystes, perdant leur caractére

de tissu unistratifié.
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On assigne a 'ESO deux roles principaux: lagpert d’éléments entre la cavité péritonéale
et l'ovaire, et la rupture, suivie de la réparatdmla surface de I'ovaire lors de I'ovulation.
Son fonctionnement varie selon la période du cytdssant supposer une hormono-
dépendance. La rupture de I'épithélium semble éffiectuée naturellement sous l'influence

BN

de lysosomes. La perte de I'épithélium a cet emdparmet l'ovulation. Les cellules
épithéliales ont la capacité de se contracter lbes eontiennent des myofibrilles. Elles sont

ainsi susceptibles d’induire la cicatrisation apreslation (Auersperg, Edelson et al. 1998).

ZOMNE MEDULLAIRE ZOME CORTICALE
- - . -
Epithélium costomigue - Follicule intermédiaire
= Péritoine -

- Callule garminale souche

FOLLICULE DE DE GRAFF
Cellules de la Granulosa

Cellules thécales

N : = Irterne
] - @xlanme
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ou de Leydig N 1| :__ Jl" -
¥
AN ‘ﬁf’ OVULATION
\aisseaux _A@. ,—")"I z; . \;@- = @
= #a‘;’ LLANR Foicute imvolutt
Jlﬂ At

I
- .-.l i
[ . .
i ALY, = Corps jaune
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“
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.,
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D’ aprés LeBouédec, « le cancer de I'ovaire »,1996.

Figure 23 Coupe transversale d un ovaire normal.

Figure 1: Coupe Transversale d’'un ovaire normal hmaine: L'ovaire est constitué de deux
régions: l'une superficielle, la corticale et I'emtprofonde, la médullaire. La corticale est faiie cellules
stromales et d’ovocytes entourés des cellulesctollires de la granulosa et de la théque intereesttoma
cortical contient des follicules a des stades dhiffés de leur évolution (follicules primordiauxtermédiaires,
follicule de de Graff, follicules involutifs, corpggaunes). La médullaire comprend deux zones distsnaine
zone spongieuse parenchymateuse conjonctiivo-\vaiseulcontigué au stroma cortical, et une zoneirhila
fibreuse, parcourue de gros vaisseaux.
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La zone corticale et la zone médullaire

La zone corticale, épaisse, est située a |lplpérie; elle comporte des follicules ovariens
contenant les ovocytes et le stroma ovarien. La zoédullaire située au centre de I'ovaire
est plutét spongieuse et trés vascularisée. Etle@aposée du tissu conjonctif lache, des

nerfs et des vaisseaux sanguins.

1.1.2.b. Classification histologique dasteurs ovariennes
Le diagnostic histologique de la tumeur de liowaepose sur 'examen macroscopique et
microscopique de la Iésion ovarienne et de sesnt$e péritonéales éventuelles. Seule
I'exploration chirurgicale permet d’établir correntent le stade d’évolution de la maladie, en
précisant I'extension et la taille des résidussissen place.

La classification de I'Organisation MondialeldeSanté (OMS) distingue plusieurs tumeurs
primitives ovariennes en se basant sur les coiwéltmorphologiques existantes entre
I'aspect histologique de la tumeur et I'aspectdiagique des constituants de I'ovaire normal.
Elle distingue trois grands types histologiques temeurs épithéliales, les tumeurs des
cordons sexuels/stoma et les tumeurs des cell@enigples (Figure 2) (Chen, Ruiz et al.
2003).

Tumeurs des cordons sexuels/stroma

Les tumeurs des cordons sexuels sont des tumeudgiduent des cellules folliculaires de
la granulosa, de la theque, et d’autres cellulesmstles (fiboromes). Dans ce groupe, les
tumeurs des cellules de la granulosa représentembdjorité des tumeurs malignes des
cordons sexuels et du stroma. Les tumeurs des morsiexuels comptent 8% de toutes les
tumeurs ovariennes et environ 7% des tumeurs nedide I'ovaire (Chen, Ruiz et al. 2003).
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Epithélium de surface : Cellules germinales:
-Tumeur séreuse - Dysgerminome

- Tumeur mucineuse - Sac vitellin

-Tumeur endométricide Cordons sexuels-Stroma: -Carcinome embryonnaire
-Tumeur de Bernner -Cellules de la granulosa -Choriecarcinome

- Tumeur indifférenciée -Cellules de la théque - Tératome

-Tumeur mixte -Fibrome

-Cellules de Sertoli et de Leydig

Figure 2 : L'origine des principaux types de tumeus ovariennegChen, Ruiz et al. 2003).

Tumeurs germinales

Les tumeurs germinales de I'ovaire représentent®dles cancers de I'ovaire. Ce sont des
tumeurs a croissance rapide qui se développenttia gas cellules germinales primordiales
issues de la gonade embryonnaire. Ces tumeurspsanfréquentes et bénignes chez la
femme adulte, alors qu’elles représentent plus adenbitié des tumeurs ovariennes se
développant chez les fillettes et les adolescef@ben, Ruiz et al. 2003). Environ 95% des
tumeurs germinales sont représentées par des nw@mtddérivent des trois feuillets
embryonnaire) kystiques bénins. Les 5% restantsstitoent les tumeurs germinales
malignes, on distingue deux groupes histologiqles:dysgerminomes (45%) (équivalents
des séminomes testiculaires) et les tumeurs nogedysnomateuses (non séminomateuses).
Ces derniéres regroupent : les tumeurs vitellitessiératomes, les choriocarcinomes (Chen,

Ruiz et al. 2003).

Tumeurs épithéliales et classification

Les tumeurs épithéliales représentent environ 68%odtes les tumeurs de I'ovaire et prés
de 90% des tumeurs malignes ovariennes (Chen,dRalz 2003). L’origine le plus probable

de ces tumeurs est I'épithélium de surface de ltevBAuersperg, Wong et al. 2001). En
Y
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outre, certaines études ont montré que les tunénitkéliales de I'ovaire pourraient aussi

dériver des trompes de Fallofieevanon, Ng et al. 2010).

Ces tumeurs peuvent étre classées selon plssieitieres: la classe tumorale (potentiel
évolutif), le type histopathologique, le grade dlisgique et le stade.

Classification tumorale

Les tumeurs épithéliales de I'ovaire peuvent étessges selon leur potentiel évolutif :
tumeurs bénignes (60%), tumeurs a la limite de Hignité ou « borderline » qui se
définissent par la présence de critéres cytologigies malignité et par I'absence de signes
objectifs d’invasion du stroma (10 a 15%) ou tursenralignes, carcinomes infiltrants de
comportement plus agressif (25 a 35%) (Chen, Ruat. 003).

Grade

Les tumeurs de I'ovaire peuvent aussi étre ésen fonctions du grade (G), c’est-a-dire
selon le degré de différenciation des cellules taes. Plusieurs systemes de gradation ont
été évalués par les pathologistes parmi lesquels :

- Le grade de BRODERS (1951): il s’agit d'un gradgtolbgique. Ce grade
individualise quatre groupes selon le pourcentageailules indifférenciées présentes

au sein de la tumeur :

- Grade 1, 0-25% de celluledifiérenciées

- Grade 2, 25-50% de cellutedifiéerenciées
- Grade 3, 50-75% de cellutetifiéerenciées
- Grade 4, 75-100% de cellitesfférenciées

Les cellules indifférenciées sont caractériséed’aaondance des ribosomes, par un
noyau occupant la plus grande partie du volumallegle et par une diminution du volume

des nucléoles.

- Le grade de Dauplat et Nieberg (1988) : il s'agitndgrade mixte cytologique et
architectural, qui prend en compte 8 criteres, poeglde 1 a 4. La somme des scores

10
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obtenus par chaque critere architectural ou cyiql@ydonne un score total de 7 a 29
qui est divisé en quatre groupe : Grade |, scoeel2, bien différenciée ; Grade II,
score 13 a 18, moyennement différencié ; Gradestibre 19 a 24, peu différencié ;

Grade IV, score 25 a 29 indifférencié.

- Le Grade de la FIGO (Fédération Internationale dméBologie et d'Obstérique)
(Mikuta 1993): ce grade est basé sur I'architectigda prolifération tumorale. Il est

basé sur le pourcentage de zones solides au skirtudaeur :

- Grade 1, < 5% de tumeur solid
- Grade 2, < 50% de tumeurdsli
- Grade 3, > 50% de tumeurdsli

Enfin, I'étude la plus récente est le grade deetberg (Silverberg 2000). Silverberg a
proposé un nouveau systéme de gradation qui stamwhit uniquement aux carcinomes,
indépendamment du type de différenciation histgjogi Trois parametres indépendants sont
évalués en attribuant un score de 1 a 3: laétivititotique qui varie de 1 a 3, le
polymorphisme nucléaire qui varie également de3le&enfin I'architecture histologique (ou
1=morphologie glandulaire prédominante, 2= pap#élaB= solide). Par la suite les scores sont
additionnés ; un résultat compris entre 3 et Sespond a un G1 (tumeur bien différenciée),
un score de 6 ou 7 est équivalent a un G2 (tumeyemement différenciée) et enfin, un
résultat final de 8 ou 9 est égal a un G3 (tumer gifférenciée). Le grade GO, appelé

également GB correspond aux tumeurs borderline.
Stades

La stadification du cancer de I'ovaire est basée’stendue ou I'extension de la maladie.
Elle est déterminée par des biopsies que le chémqgrend au cours de la chirurgie, ainsi que
par la présence ou non de cellules cancéreusesleditpide de lavage abdominal. La
classification de I'extension du cancer de I'ovaet utiliser généralement les stades FIGO,
soit le systeme AJCC (American Joint Commitee onc€g/TNM (Tableau 2) (Chen, Ruiz
et al. 2003).

11
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Le AJCC/ systeme de classification TNM compréds catégories de cancer de l'ovaire,
T,NetM.:

- La catégorie T va de 1 a 3 ou 4 et tient comptéaktension tumorale constatée par

I'examen anatomopathologique de la piéce opératoire

- la catégorie N va de NO a N3 selon la tailleeesiege des adénopathies. N- et N+

sont utilisés en I'absence ou en présence d’untessement ganglionnaire a I'analyse

anatomopathologique des ganglions;

- la catégorie M correspond a I'existence (M1) on (MO) de métastases.

Tableau 2 : Classification FIGO et AJCC/TNM de I'exension des tumeurs de 'ovaire.

(Chen, Ruiz et al. 2003).

U)

Stades | Classification| Extension

FIGO AJCC/TNM

I T1 Tumeur limitée aux ovaires

IA Tla Tumeur limitée a un seul ovaire avec capsubrcte

IB T1b Tumeurs des deux ovaires avec capsule mtact

IC Tlc Rupture capsulaire ou tumeur a la surface dvaire ou cellule
malignes dans le liquide d’ascite ou de lavageqétal

Il T2 Tumeur ovarienne étendue au pelvis

A T2a Extension a 'utérus et/ou aux trompes

1B T2b Extension aux autres organes pelviens

lIC T2c Extension pelvienne avec cellules maligraens le liquide
d’ascite ou de lavage péritonéal

Il T3 et/ou N1 | Métastases péritonéales au-delapélvis et/ou adénopathi¢

métastatiques régionales

12
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Stades | Classification| Extension

FIGO AJCC/TNM

A T3a Métastases péritonéales microscopiques

B T3b Métastases macroscopigues <=2 cm

{][e T3c et/ou N1 | Métastases macroscopiques > 2 emfou adénopathig
métastatiques régionales

\Y, M1 Métastases a distances (autres que métagiasesnéales)

On distingue plusieurs types morphologiquesutiecur épithéliale de I'ovaire qui peuvent
étre classés selon le type de différentiation épdake : tumeurs séreuses, tumeurs
mucineuses, tumeurs endométrioides, tumeur a eellalaires, tumeurs de Brenner et

tumeurs indifférenciées.

Tumeurs séreuses

Les tumeurs séreuses de I'ovaire contienneniquitde séreux, clair, et elles sont formées
de cellules ayant l'architecture de la paroi ingerdes trompes de Fallope. Ce type
histopathologique est le plus fréquent et est wettodans environ 55% des tumeurs

épithéliales. La plupart des tumeurs séreuses lEtatérales, c’est-a-dire survenant sur les

Types histologiques

deux ovaires simultanément.

Les tumeurs séreuses bénignes représentent @%ucheurs séreuses, sont appelées
cystadénomes séreux. Les cystadénomes séreux Iséninkilatéraux dans environ 20% des

cas et dans ce cas la chirurgie est un traitemematit Cette tumeur survient fréquemment

chez les femmes dans la quarantaine et la cingoanta

L’adénofibrome est une tumeur bénigne assez vasitaatot solide, tantot kystique, elle est

constituée de structures épithéliales séreuses @tlliles stromales.

Les tumeurs séreuses peuvent également étrertioedtumeur située a la frontiere entre la

bénignité et malignité) dans 10% des cas. Elles sitatérales dans environ 30% des cas. Les
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tumeurs borderline sont souvent diagnostiquées thdemme dans la cinquantaine. Ces
tumeurs sont généralement retirées par chirurgia stirvie a 5 ans des patientes est de 70-
95%.

Les tumeurs séreuses malignes représentent 2Z5%6utheurs séreuses, sont appelées
cystadénocarcinomes séreux. Ce groupe représamgedplla moitié de toutes les tumeurs
malignes de I'ovaire confondues. Elles sont bikE&s dans environ deux tiers des cas. Ce
type de tumeur est détectée fréquemment chez demde agées post-ménopausées. Elles
sont traitées par chirurgie et chimiothérapie, Earité de ces tumeurs sont déja a un stade
avance lors du diagnostic. Ainsi, la survie a 5 @ées patients avec un stade | de la maladie
est de 76%, pour diminuer a 56% en présence dadedt, a 25% avec un stade Ill et méme
chuter drastiguement & 9% avec un stade IV de ladiea(Chen, Ruiz et al. 2003).

Tumeurs mucineuses

Les tumeurs mucineuses de I'ovaire sont en géménultiloculaires, caractérisées par une
abondante quantité de mucus (mucine) intracytoptasm et elles sont formées de cellules
ressemblant a celles de I'épithélium endocervidaingestinal. Les tumeurs mucineuses
représentent 10% des cancers de I'ovaire et sperhemt bilatérales. Les tumeurs mucineuses

s’accompagnent rarement de localisation péritonéale

Les tumeurs mucineuses bénignes représentent 8686 tumeurs mucineuses. Les
cytadénomes mucineux bénins sont bilatéraux davisoernb% des cas. Les tumeurs bénignes

surviennent généralement chez les femmes entreDans.

Les tumeurs mucineuses borderlines représeb@® des cas. Les tumeurs mucineuses
borderlines formées de I'épithélium endocervicaingestinal sont bilatérales dans environ
40% et 10% des cas respectivement. Les tumeurgiioelsont souvent diagnostiquées chez
la femme entre 40 et 60 ans. Ces tumeurs sonta@én@nt retirées par chirurgie et la survie

a 5 ans des patientes est de 51-92%.

Les tumeurs mucineuses malignes représententde8%umeurs mucineuses, sont appelées
cystadénocarcinomes mucineux de l'ovaire. Elled bdatérales dans environ 6 a 20% des
cas. Les tumeurs mucineuses malignes s’observantesb au-dela de 60 ans et sont
diagnostiquées dans 80% des cas a un stade |, Aansiirvie a 5 ans des patients avec un

stade | de la maladie est de 76%, pour diminués% &n présence d’un stade Il, a 25% avec
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un stade Il et méme chuter drastiguement a 9% anestade IV de la maladie. Chez ce type
de tumeur les récidives tumorales aprés une cliér@igles métastases sont trés rares, alors
gue les récidives extra-péritonéale en particulams les poumons, sont des caractéristiques

des tumeurs mucineuses malignes (Chen, Ruiz 20@8).

Tumeurs endométrioides

Les tumeurs endométrioides de I'ovaire sont@merpl malignes, et souvent bilatérales et
elles sont formées de cellules ayant I'aspect tescqui recouvrent la paroi de I'utérus, plus
précisément de I'endomeétre. Elles sont moins fretpseque les deux variétés précédentes et
s’observent volontiers dans un contexte dendowsdri extra-utérine, voire

d’adénocarcinome de I'endométre.

Les tumeurs endométrioides bénignes sont ratles sont principalement unilatérales, le

traitement utilisé est la chirurgie curative

Les tumeurs endométrioides borderlines représert0% des cas. Comme les formes
bénignes, elles sont principalement unilatéralestraitement de ces tumeurs est la chirurgie

avec de bon pronostic.

Les tumeurs endométrioides malignes représe®@¥t des tumeurs endométrioides et
représentent 10-25% des tumeurs épithéliales neaigies ovaires des carcinomes. Ces
tumeurs occupent le deuxiéme rang parmi les autrewurs malignes de ['épithélium
ovarien. Elles sont bilatérales dans environ 13%283% des cas, sont kystiques et
principalement solides. Il est a noter que les tumeendométrioides malignes sont
considérées comme ayant un meilleur pronostic ese timeurs malignes séreuses et
mucineuses. Les tumeurs endométrioides bénigneslertines et malignes sont tous
diagnostiquées chez la femme dans la soixantainsi,Aa survie a 5 ans des patients avec un
stade | de la maladie est de 78%, pour diminue3% én présence d’un stade Il, a 24% avec
un stade 11l et méme chuter drastiquement a 6% anextade 1V de la maladie (Chen, Ruiz et
al. 2003).

Tumeurs a cellules claires

Les tumeurs a cellules claires sont des tumearss caractérisées par des cellules
épithéliales volumineuses, polygonales ayant umpigsme clair riche en glycogéne et

contenant des quantités variées de lipides. Lesumnbénignes et borderline a cellules
15
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claires sont assez rares, la majorité des tumeaie dype histopathologique étant maligne.
Les adénocarcénomes a cellules claires représamteimnon 4 a 5% des tumeurs malignes de
I'ovaire. Dans 40% des cas, celles-ci sont bildééra 'adénocarcénome a cellules claires est
détecté fréquemment chez la femme dans la cinguanthes taux de survie pour les
patientes ayant une tumeur a cellules claires Beaticoup moins bons que dans les autres
types histopathologique. La survie a 5 ans deemmatiavec un stade | de la maladie est de
69%, pour diminuer a 55% en présence d'un stade14% avec un stade lll et méme chuter
drastiguement a 4% avec un stade IV de la mald@ier{, Ruiz et al. 2003). La tumeur a
cellules claires est le type le plus résistant eéhianiothérapie, elle est de mauvais pronostic
(Cannistra 2004).

Les tumeurs a cellules transitionnelles ou de Brermn:

Les tumeurs de Brenner sont rares, ne reprégguda plus de 2% des tumeurs de l'ovaire
dont la grande majorité est bénigne, et plus sduviatérale. Les cellules qui composent ce
tumeur ont un aspect voisin de celui des celluteghéliales ou transitionnelles qui tapissent
la vessie (Chen, Ruiz et al. 2003).

Les tumeurs de Brenner bénignes surviennentrgiéndéent chez les femmes entre 50 et 60

ans, le traitement utilisé est la chirurgie cumativ

Les tumeurs de Brenner borderlines sont priteipant unilatérales, surviennent

généralement chez les femmes entre 60 et 70 ans.

Les tumeurs de Brenner malignes sont principafgranilatérales. Ces le type de tumeur de
'ovaire qui répond le plus a la chimiothérapie rpattoutes les tumeurs épithéliales de
I'ovaire (Kourda, Elloumi et al. 2008).

Les tumeurs mixtes:

Ce sont des tumeurs trés rares qui contiennenmains deux parmi les cing types
histologiques précédents (chaque composante desfandéisenter au moins 10% de I'ensemble

de tumeur).
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Les tumeurs indifférenciées:

Environ 5% des cancers ovariens sont des caimdiferenciées, elles n’ont pas de signe
de différenciation clairement identifiable. La méit’entre elles sont bilatérales et plus des
trois quarts présentent une extension au-dela ldis@ moment du diagnostic. Cette tumeur
est détectée frequemment chez la femme dans laatejne. La survie a 5 ans des patients
avec un stade | de la maladie est de 68%, poumdinia 40% en présence d’'un stade Il, a

17% avec un stade Il et méme chuter drastiqueraé® avec un stade IV de la maladie

(Chen, Ruiz et al. 2003).

[.1.3. Extension de tumeur ovarienne
Dans le cancer de I'ovaire, environs 70-75% phgentes ont déja une extension au pelvis
au moment du diagnostic. La dissémination du cadeelfovaire peut se répandre de trois

manieres : la dissémination par voie péritonéad, \aisseaux lymphatiques et par veines

vers d’autres organes (Figure 3).

AT
-

Diaphragm Stomach

L hvier

=
SoRIES Cmenturm

Bowel | - E
Serosa ¢ L3 Paraacrtic
Pelvic “ll R J kmph nodes
peritonsum | H ey M paivic
.

_/%? i I".\ mph nodes

Falloplan

tube Uterus R

Broad llgament

Figure 3 : Dissémination du cancer épithélial de ¢vaire (Naora and Montell 2005).
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- la dissémination par voie péritonéale est la @asvent rencontrée (Naora and Montell
2005).

Lorsque la capsule de I'ovaire se rompt, letulssd tumorales peuvent se disperser dans la
cavité péritonéale. Du fait de la situation intexipnéale des ovaires et de l'origine
commune avec la séreuse péritonéale, les cellutdigmas diffusent spontanément dans la
cavité abdomino-pelvienne, se greffent sur le pird et peuvent aller envahir différents
organes dans cette cavité (Cul-de-sac de Douglasd@piploon, gouttiere pariéto-coliques,
coupoles diaphragmatiques et le tractus intestinal)

- la dissémination par voie lymphatigue peut toucHensemble des ganglions

locorégionaux ; ganglions lombo-aortiques, pelviensguinaux.

- la dissémination métastatique en dehors de l@#écabdominale est plus rare, elle peut
toucher le poumon, la plevre, le cerveau, le foite esein (Colombo, Van Gorp et al. 2006;
Klein, Brown et al. 2010; Sun, Chao et al. 2010).

[.1.4. Causes et facteurs de risque
Les événements biologiques qui menent au cameefovaire restent mal connus. Les
études scientifiqgues ont permis de distinguer dhifiés types de facteurs de risque du cancer
de l'ovaire dont I'age, les facteurs génétiquesntamaux, environnementaux, pathologiques

et inflammations.

I.1.4.a. L’age
Pour la plupart des cancers, I'age constitu@riacipal facteur de risque. Le risque de
développer un cancer de I'ovaire augmente régufierg avec I'age. La fréquence maximale
se situe entre 60 et 70 ans (Colombo, Van Gorp 2086).

1.1.4.b. Facteurs génétiques
Il est admis aujourd’hui que 5 a 10% de I'enskentles cancers de I'ovaire ont une origine

génétique avec une transmission autosomique doiginan

Les femmes ayant des antécédents familiauxmeecau sein et du cblon, peuvent avoir un

plus grand risque de développement de cancer daifé Les prédispositions génétiques au
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cancer de l'ovaire et leurs corrélations avec auti@meurs pourraient suggérer trois

principaux syndromes:

- Les formes familiales spécifiques de cancer deali®v
- Les formes familiales de cancer du sein et de lfeva
- Les formes familiales de cancer du colon héréditamn polyposique (HNPCC) ou
syndrome de lynch II
Il existe encore des rares syndromes qui sosporesables de 1% de prédisposition
génétique au cancer de l'ovaire comme le syndromeGdblin, Ollier et Peutz-Jeghers
(Russo, Calo et al. 2009).

Les mutations dans les genes BRCAL1 et ou BRC&# snpliquées dans les formes
familiales des deux premiers syndromes et sonoresgbles de 90% des cancers de I'ovaire
héréditaires. BRCAL et BRCA2 sont des génes supgues de tumeurs. lls contrbleraient la
régulation du cycle cellulaire et la réparation|@d®N. Les risques de développement de
cancer de I'ovaire ou du sein dépendent de laikat@dn des mutations sur ces deux génes
avec une moyenne d’age au diagnostic de 45 ansBR®GAL et plus de 50 ans pour BRCA2
(Figure 4). Les mutations de BRCA1 sont détectémss d/5% des familles qui ont des
antécédents familiaux de cancer de l'ovaire, tagdes le risque de cancer d’ovaire chez les
femmes porteuses d’'une anomalie de BRCA2 est d@mi0 a 20% et de cancer du sein de
35%. Les femmes ayant les mutations de BRCA1 et BRGnt 3 a 12% de risque de

développer un cancer de I'ovaire (Russo, Calo.&t(419).

Les altérations des genes de réparations desiepents de ’ADN lors de leur réplication
(ou DNA mismatch repair genes MMR, tels que hMSHAZMLH1 « dans 70% des cas »,
hPMS1, hPMS2, hMSH6) sont impliquées dans le syndréINPCC. Ces altérations sont
généralement détectées chez les femmes jeunesates4Russo, Calo et al. 2009). Ainsi les
patientes atteintes de ce syndrome ont une pratéatdd 40-60% de développer un cancer du
cblon et de I'endométre, en plus d’avoir 10-12% afk@nce de développer un cancer de

I'ovaire (Hanna and Adams 2006).

Concernant l'histologie des tumeurs, les patienporteuses de mutations BRCAL et
BRCAZ2 présentent plus frequemment des adénocar@neéreux invasifs de haut grade, et

exceptionnellement des carcinomes mucineux invabdadis que les patientes porteuses de

19



INTRODUCTION

mutations dans les genes MMR sont réparties danditirentes histotypes de cancers de

I'ovaire (Russo, Calo et al. 2009).
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Figure 4 : Localisation des mutations des genes BRQ et BRCA2 qui sont associées
avec le risque de cancer de l'ovairéRusso, Calo et al. 2009).

l.1.4.c. Facteurs hormonaux

Le cancer de I'ovaire partage avec le canceseilu certains facteurs liés a la fertilité et a la
reproduction. En effet, le risque de cancer dedi®s augmente chez les femmes nullipares
(qui n'ont pas eu denfant), ainsi que chez cebgant eu une puberté précoce et une
ménopause tardive (cependant les résultats sardrdants) (Argento, Hoffman et al. 2008).
Il est en revanche clairement établi que le risdqaecancer de I'ovaire diminue a chaque
nouvelle grossesse (Whittemore, Harris et al. 18@92)vec un age plus avanceé a la premiéere
naissance ou a la derniére naissance (Whitemakin&ist al. 2003). Le risque du cancer de
I'ovaire diminuerait également avec l'allaiteme@b{ombo, Van Gorp et al. 2006; Hanna and
Adams 2006), ainsi qu’aprés une hystérectomie o@ ligature des trompes. Cet effet
protecteur pourrait s’expliquer par I'arrét de Koation et la diminution du taux d’hormones

gonadotropes.

L’effet des hormones synthétiques exogenes abétticoup étudié. Il est maintenant
reconnu que les femmes qui ont utilisé des comptdseoraux pendant plus de 5 ans
diminuent le risque de cancer de I'ovaire de 30% 5Cet effet serait expliqué par le blocage
de l'ovulation entrainé par ce traitement (Peluc@ualeone et al. 2007). L'effet favorable a
éte observé dix a quinze ans apres la fin de Eepie pilule et la protection persiste plus
longtemps, au-dela de 20-25 ans. En revanche mestatudes montrent qu’un traitement
hormonal substitutif (TSH) prolongé (plus de cing dix ans) de la ménopause associant
I'estrogene augmente le risque de cancer de l'evadr 1,5 a 2 et par 1,58 pour les femmes
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sous traitement TSH associant I'estrogene et |lggsatérone (Colombo, Van Gorp et al.
2006). Ainsi une étude réalisée au Royaume-Uniesupfun échantillon d'un million de

femmes ménopausées ayant suivi un TSH pendantacgapt ans, a montré un risque accru
de 20% de développer un cancer de I'ovaire quelspilele TSH utilisé : estrogenes seul,

combinaisons d’estrogene et de progestérone (Bullet al. 2007).

Ces données renforcent la théorie de « I'ovutaincessante » posée par Fathalla en 1971
(Fathalla 1971). Celui-ci a émis I'hypothése sdbmuelle la rupture répétée de I'épithélium
de surface, au cours des cycles ovulatoires, suiviae prolifération active des cellules
épithéliales nécessaires a la cicatrisation, pdwdte a I'origine de la transformation maligne
de ces cellules. En effet, ces lésions cellulaeaesuvelées aboutissent a une augmentation du
nombre d’erreurs lors des réparations de '’ADN eha inactivation des génes suppresseurs
de tumeurs susceptibles de conduire a une mutagebés données sont a mettre en paralléle
avec « I'hypothése des gonadotropines » émise fa@ieSselon laquelle des taux élevés de
gonadotropines hypophysaires augmenteraient legisiy cancer, en stimulant I'épithélium

ovarien de surface (Stadel 1975).

1.1.4.d. Facteurs environnementaux
On note des variations géographiques de limzidedu cancer de l'ovaire, a I'échelle
européenne comme a l'échelle nationale avec uniegriadtroissant du sud au nord.
L’incidence est plus élevée dans les pays indistde '’Amérique du Nord et de I'Europe.

Ceci suggere une influence du mode de vie surrieerue des cancers.

Le mode de vie pourrait intervenir par la conswtion alimentaire plus riche en graisses
animales et avec une consommation calorique pexgél Plusieurs études sur les femmes
asiatigues ayant immigré aux Etats-Unis, en Austral au Canada ont montré qu’elles-
mémes et leur descendance développent plus frégeetmum cancer de l'ovaire que les
femmes restées en Asie, méme si les risques reatEns importants que ceux des femmes
ameéricaines. Cette hypothese a été confortée paétddes cas-témoins mettant en évidence
une consommation plus forte de graisses d'origimémale et de produits laitiers
(Whittemore, Harris et al. 1992). L'exces de poéagraine un risque modérément élevé de
cancer de l'ovaire (Calle, Rodriguez et al. 2008), particulier a I'adolescence ou chez
'adulte jeune (Lukanova, Toniolo et al. 2002). ¢rglamide qui été toujours considéré

comme une substance potentiellement cancérogenmdgmhumains, peut étre formée dans
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les aliments riches en glucides cuits a haute tesyo@. Au contraire, une étude récente sur
des femmes suédoises, a montré gu’il n'y a aucws®cétion entre la consommation

d'acrylamide alimentaire a long terme et l'incideda cancer épithélial de I'ovaire (Larsson,
Akesson et al. 2009).

En revanche, quelques études ont montré lein@p®rtant de certains aliments dans la

réduction de cancer de 'ovaire par exemple :

- le caroténoide (en particulier le caroténe) espigment naturel qui se retrouve dans
les aliments jaunes, orange et légumes verts &elagutomates et les carottes.
- Les fibres, fruits, légumes, poissons, huile delicalcium et phytoestrogéne (qui se

trouve dans les produits de soya, les grains entes haricots).

De nombreuses études suggerent que la consoomnuivitamines pourrait avoir un effet
protecteur contre le cancer ovarien (Hanna and Adaé06). Toutefois les études restent
contradictoires. Néanmoins, une étude (Jordan, aifah et al. 2006) suggére que fumer de
maniére reguliere multiplie le risque de développee tumeur mucineuse de I'ovaire alors

gue l'arrét de la cigarette permettra un retourisgue basal.

Une étude faite pour étudier I'effet de la caésur le cancer d’ovaire, montre que les
femmes ménopausées qui ont déclaré avoir bu cinglus tasses de café par jour ont
augmenté le risque de déclenchement de canceridopar rapport aux femmes non

consommatrices de café (Lueth, Anderson et al. 2008

Plusieurs études montrent le role délétere daines substances comme les herbicides, les
hydrocarbures aromatiques et aliphatiques, l'areiatt le talc (Argento, Hoffman et al.
2008). L'amiante et le talc, comme d’autres poussiéndustrielles, pourraient induire un
processus cancéreux par l'inflammation chronique. eifet, I'inflammation produit des
oxydants toxiques qui peuvent causer des dommagesD, et menent également a
laugmentation du taux de prolifération ce qui pewtgmenter le risque de mutagenese
(Colombo, Van Gorp et al. 2006).

l.1.4.e. Facteurs inflammatoires
Il a été suggéré que l'inflammation pourraiteétin facteur contribuant au développement

des cancers ovariens, suggérant que les maladiasmatoires pelviennes peuvent aboutir
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au développement du cancer de I'ovaire (Ness atile@aa 1999). En revanche la ligature des
trompes et I'hystérectomie (ablation de I'utérugisaent comme des facteurs protecteurs en
prévenant le passage des initiateurs environnemperta I'inflammation (Auersperg, Wong
et al. 2001).

Il a été noté que I'activité physique pourr&tluire le risque de cancer d'ovaire (Cottreau,
Ness et al. 2000).

[.1.5. Diagnostic
Environ, 75% des cancers sont diagnostiqués atade tardif, souvent au stade lll. Les
stades précoces sont le plus souvent asymptomatejutiagnostiqués de fagcon fortuite lors
d’une chirurgie pour une pathologie bénigne pelveen

l.1.5.a. Symptomatologie
Le cancer de l'ovaire ne produit pas de symp®specifiques. Dans les formes précoces de
la maladie, le patient peut se plaindre de troublésaires (envie fréquente d’uriner), de
constipation et parfois d’'une distension ou d'urmuldur en bas du ventre comme des

conséquences de la croissance tumorale (ColomboGdep et al. 2006).

C’est souvent a un stade avancé de la maladée lem symptdbmes apparaissent, ces

bY

symptomes sont liés a I'extension de la maladiesdeinen dehors du pelvis et ont la
particularité d’étre non spécifiques:
- Douleurs pelviennes et ou/abdominales

- Troubles gynécologiques : métrorragies spontariéasprrhées (trés suspectes chez

une femme ménopauseée)

- Troubles digestifs : syndrome occlusif, épreinégesme traduisant une compression

rectale
- Troubles urinaires : pollakiurie, dysurie

- Troubles liés a la compression des veines iliagquweséme des membres inférieurs,

thrombose veineuse profonde
- Symptdébmes pulmonaires : dyspnée évocatrice d’'unakanent pleural
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- Altération de I'état général, amaigrissement

Le diagnostic peut étre également évoqué a I'oonadiun examen radiologigue pour une
autre indication ou en cas de complication ovageaigue (torsion, abcés, hémorragie
intra-kystique) qui survient de facon plus habieielans le cadre des tumeurs bénignes de

I'ovaire.

1.1.5.b. Examen clinique
Il est possible, au toucher vaginal, de mettréwdence les signes d’'une masse annexielle:
masse arrondie, bien limitée, rénitente, séparéeodas de I'utérus. Cet examen peut tout a

fait correspondre a un carcinome ovarien a un staéisoce.

D’autres signes en revanche font plutét suspecte extension abdominale de la maladie a
un stade avancé: on retrouve une distension ab@ten{pausée par la taille de la tumeur,
l'ascite ou l'obstruction des intestins) et un dmgaement des ganglions (inguinaux,

axillaires ou supra-claviculaires) (Colombo, Vanrgset al. 2006).

I.1.5.c. Examens complémentaires
Des examens complémentaires sont nécessairesr@mir le maximum d’informations

avant la prise en charge thérapeutique proprenient d

Imagerie

La premiere technique utilisée en général, lor$gxiste une symptomatologie clinique, ou
permettant une découverte fortuite, est 'échogeph

L’échographie se fait toujours en deux tempsho@raphie pelvienne (du bas du ventre) et
échographie endovaginale (transduction d’'une soddes le vagin). Les deux voies
permettent de confirmer la présence d’'une tumearienne, sa nature (solide, liquide ou les
deux), sa taille, et de vérifier I'état des orgamesins. Elle permet également d’orienter le
gynécologue sur le caractére bénin ou malin afiméfir la conduite a tenir, allant de la
surveillance a la laparotomie en passant par laoscelpie. Cependant, la certitude de la
bénignité ou de la malignité ne peut étre affirngge par une analyse histologique. Un
Doppler couleur peut étre couplé a I'echographiarpévaluer la vascularisation dans les

zones tumorales.
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D’autres examens peuvent étre effectués tels lguscanner abdomino-pelvien qui est
indiqué en cas de malignité pour évaluer les ndudghatiques pelviens et lombo-aortique,
'IRM (Imagerie & Résonance Magnétique) qui donne igconographie en 3 dimensions et sa
sensibilité quant au diagnostic de malignité egiéseure a I'échographie vaginale, elle
précise I'extension de la tumeur aux organes denage, et le degré de nécrose de la tumeur,
le pourcentage liquide/solide, le caractére rigids parois. Le diagnostic de la caelioscopie
est de toute premiere importance si les élémeritéques et I'imagerie ne sont pas
formellement en faveur de la malignité : elle peritaebiopsie pour I'étude histologique. En
plus, une radiographie au niveau des poumons peutéalisée pour déterminer la présence

de métastases pulmonaires et pleurales (ColomboGdap et al. 2006).

Les marqueurs tumoraux

Les marqueurs tumoraux sont des substances preseauu sont produites principalement
par les cellules cancéreuses et que I'on retroaws tk sérum (marqueurs tumoraux sériques)
ou dans les tissus (marqueurs tumoraux tissulaikes)narqueur idéal doit étre capable de
détecter la maladie encore asymptomatique et neiti@as s’observer chez le sujet sain. Les
marqueurs tumoraux sont considérés comme des facpeanostiques qui permettent de
prévoir le devenir d’'un patient, sa réponse a aitetment ou le risque de récidive (Gadducci,
Cosio et al. 2009).

Les margueurs tumoraux sérigues

CA125

Mise en évidence depuis 1981, I'antigéne CAl1&39emarqueur tumoral sérique essentiel
utilisé pour le cancer épithélial de I'ovaire (Bdsteney et al. 1981; Bast, Klug et al. 1983).

CA125 est une glycoprotéine de haut poids mddéreude type mucine, sa concentration est
élevée dans pres de 80% des patients avec desrsamthéliaux de I'ovaire. C'est un
facteur pronostic de I'évolution de la maladie etla réponse a la chimiothérapie (Markmann,
Gerber et al. 2007). Lors du diagnostic chez l¢epia au stade | de la classification FIGO,
50% ont une concentration élevée de CA125 et 908z lds patientes avec un stade avancé
(Bast, Xu et al. 1998). Cependant, le CA125 estieppar les cellules cancéreuses et non
canceéreuses, il peut étre augmenté chez les mat#ptnts de cancer du poumon, du sein, de

'endometre, du tractus gastro-intestinal, en cadlammation ou d’endométriose, mais aussi
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avec une tumeur bénigne de I'ovaire ou de I'utémMisden and Fattahi-Meibodi 1998). Dans
des conditions physiologiques, le CA125 peut étrgmeenté modérément pendant les régles
et lors du premier trimestre de la grossesse (Gydtah et al. 1992). CA125 doit étre dosé
avant la chirurgie et avant le début de chaque derehimiothérapie. Ce marqueur n’est
cependant pas assez specifique pour suivre saldpistage mais il est utile dans la suivie de

la patiente.

Chez une patiente ménopausée avec une massenpelvun taux élevé du CA125 accroit
la possibilité d’une tumeur maligne de l'ovaire. higeau absolu du CA125 avant traitement
est un facteur pronostique important (van der Buagnmes et al. 1988). Dans une étude
récente évaluant le CA125 comme facteur pronosti@bermain montre qu’'un CA12530
U/ml en préopératoire est un facteur de bon promaesajeur dans les cancers de stade |
dominant les autres facteurs de risque comme le kygtologique et le grade (Obermair,
Fuller et al. 2007).

Apres la premiére chirurgie compléte, la denei-tit CA125 est d’environ 6 jours, plusieurs
études ont montré que les patientes avec une dendievplus de 20 jours avaient un moins
bon pronostic. Pendant une chimiothérapie, la desaoce du marqueur est un signe
d’efficacité thérapeutique, alors que son augmemtgbeut étre le signe de développement
d’une résistance pouvant entrainer des modificathntraitement ou l'arrét d’'un traitement
inefficace. Le taux de CA125 est prédictif de Ipadse a long terme, un taux seérique
supérieur a 70 unités/ml avant la troisieme cureckieniothérapie initiale est I'un des

meilleurs signes prédictifs de rechute ou de déeagers, Rustin et al. 1993).
Cytokeératine soluble

Les formes solubles de fragments de cytokératsmnt des éléments importants dans la
structure de cytosquelette cellulaire et ils ogtidentifiés dans le sérum de patients atteints
de différentes tumeurs malignes, y compris des CEQ.effet, il a été montré que la
cytokératine 19, semble étre un facteur prédiatifréponse a la chimiothérapie (Gadducci,
Cosio et al. 2009).

Z0



INTRODUCTION

Les kallicréines humaines

Les kallicréines humaines, sont une famille derif/mes qui forment un sous-groupe de la
famille des sérine-protéases. Certaines de ce®gs®d sont impliquées dans plusieurs
processus liés au cancer, y compris la croissaaltelaire, I'angiogenese, l'invasion et la
meétastase. Diamandis et al., montrent que lorsggeantité de kallicréine 6 est élevée (>4,4
png/l) chez les patientes avec CEO qui ont une ecautvie par rapport a celles qui ont un
taux normal de la kallicréine 6. En outre, Luo let @t rapporté que la concentration élevée
du sérum humain par la kallicréine 10 était sigaifivement liée au stade avancé de tumeur, a
I'histotype séreux, grade avancé, 'absence denspa la chimiothérapie, et taux de survie
tres bas (Gadducci, Cosio et al. 2009).

Cytokines

Selon les données indiquées dans la revue dduGeidet al., des études ont montré que
linterleukine 6 (IL-6) produite par les cellulesiniorales, est un indicateur de mauvais
pronostique dans les stades avancés de CEO. Deglenés d’'IL-6, IL-8 et IL-10 sont
associés a des moyennes de survie tres courtefacterir PDFG (Platelet-derived growth
factor) est un puissant mitogéne pour les cellde€EQO. Des analyses faites sur 314 patients
indiquent que la haute expression de VEGF (vasemdothelial growth factor) dans le sérum
préopératoire est liée a des moyennes de sungecplurtes et une augmentation du risque de

déces liés au cancer (Gadducci, Cosio et al. 2009).

L'interférony qui est un activateur des cellules NK et des lyoggtes T, est considéré
comme un facteur pronostic favorable pour les pttiatteints du CEO a cause de son
activité anti-tumorale (Moser and Willimann 2004) anti-proliférative sur les cellules du
CEO (Gadducci, Cosio et al. 2009).

Les marqueurs tumoraux tissulaires

De nombreux marqueurs tissulaires ont été pexppod s’agit notamment de régulateurs
moléculairesde la progression du cycle cellulaire (exemple ingclD1) et de I'apoptose
(exemple p53), et de facteurs pro-oncogénes comBR-2neu (epidermal growth factor

receptor 2).

La perte de I'expression de différentes prot®imapliquées dans la régulation du cycle

cellulaire, comme p2'a™/CPl 2Pl associée a la surexpression de la cycline Dsepté
27



INTRODUCTION

une valeur pronostique défavorable (Bali, O'Brieale2004).

La surexpression de HER-2/neu est tres varidhfes la littérature selon les méthodes de
détection utilisées (immunohistochimie ou IHC, hghtion fluorescentén situ, hybridation
chromogéniquen situ), les différentes sources de matériel (blocs deetu ou tissu micro-
array). Dans un essai multicentriqgue du groupe @RNEle statut de human EGF receptor 2
(HER-2) a été évalué chez 117 patientes ayant noecale I'ovaire de stade Ill/IV. Toutes
les patientes recevaient la méme combinaison duiathiérapie et étaient suivies sur une
médiane de 68 mois. Les auteurs ont montré queréxgression de HER-2 était associée a

un mauvais pronostic (Camilleri-Broet, Hardy-Bedsgairal. 2004).

L'EPCAM/CD326 Epithelial cell adhesion molecyla été identifi€ comme un marqueur
du cancer d'origine épithéliale. Les études ont imoque la surexpression de EPCAM est
associée a une croissance rapide des cellulesrease8 épithéliales et donc a un mauvais

pronostic de survie (Baeuerle and Gires 2007; MBaguerle et al. 2009).

[.1.6. Prise en charge thérapeutique
Le traitement classique du cancer de I'ovaitedé&sbord chirurgical, suivi dans la plupart
du temps d’une chimiothérapie puis d’une survedéan

[.1.6.a. Traitement chirurgical
La chirurgie occupe une place importante a ®lgs étapes de la prise en charge des
cancers de l'ovaire: pour le diagnostic, pour leed@éination du stade, pour le thérapeutique

et I'évolution de la réponse au traitement.

En générale, la chirurgie s’accompagne d’'undavpéritonéal et d’'un examen du liquide

d’ascite. La chirurgie est adaptée au stade delléwn de la tumeur.

Dans le cas de cancers ovariens précoces (stgddéintervention chirurgicale comporte
une annexectomie bilatérale (ablation des deuxsods trompes de fallope et des ovaires)
avec hystérectomie totale (ablation de l'utérusdetcol de l'utérus), une omentectomie
(ablation d’'une partie de péritoine) et une appegatomie (ablation de l'appendice)
systématiques ainsi qu'une exploration completeladeavité péritonéale et des chaines
ganglionnaires.
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Chez la femme jeune sans enfant en présence d&sion unilatérale (de bon pronostic,
stade 1A), le traitement peut étre conservateunggactomie unilatérale et exploration) pour

préserver la fécondité.

Dans les cas de cancers ovariens avancés (Htédg la chirurgie a avant tout un réle de
réduction tumorale. En effet, moins le résidu tumhogst important, plus la survie est
prolongée. L'exérése doit donc étre la plus conepfassible. Elle comporte les ablations
effectuées en présence d'un cancer de l'ovaire w@elesl-Il, complétées par une
lymphadénectomie (ablation de certains gangliomphatiques) et une résection des nodules

tumoraux péritonéaux.

Dans les cas d’extension tumorale étenduet pa$ois nécessaire de réaliser des résections

complémentaire: rectum, célon, gréle, rate, ve€&aombo, Van Gorp et al. 2006).

Toutes les chirurgies ont des effets seconddeesffets secondaires les plus fréquentes de

la chirurgie de la tumeur de I'ovaire sont :

- Il arrive qu’'un hématome ou une infection appssaiau niveau de la plaie. Afin d’éviter ces
hématomes et ces infections, des drains sont gmessde la plaie. lls restent en place
guelques jours pour évacuer les liquides biologqsang, lymphe, ect.);

- chez les jeunes femmes, lorsque la chirurgie atddltotale (les ovaires et I'utérus ont été
enlevés), cette chirurgie entraine une ménopausdicialle (arrét des régles) qui

s’accompagne d’autres effets secondaires liésrempause comme les bouffées de chaleur;
- parfois la chirurgie est suivie d’un rétrécisseimdu vagin;

- les ovaires ayant été enlevés, il n'y a plus dimmes produites. Il se peut que le manque
d’hormones provoque une rétraction des muqueusexplkige) et une mauvaise lubrification

du vagin. Ceci peut entrainer des douleurs lorsajgsorts sexuels.

1.1.6.b. Chimiothérapie
Les médicaments actifs sur le carcinome ovasent généralement une combinaison
d'agents de la catégorie des taxanes, tel quediaal ou le docetaxel, et d’agents de la
catégorie des sels de platines comme le carboglatirie cisplatine. Les taxanes ont un effet
stabilisateur sur les microtubules cellulaires.aCahpéche leur réorganisation et inhibe ainsi

le déroulement de la mitose, ce qui conduit a latneellulaire. Les sels de platines
29



INTRODUCTION

empéchent les brins d’ADN de se séparer, ce quigntla réplication de '’'ADN et donc la
division cellulaire (Colombo, Van Gorp et al. 2006es médicaments sont injectés par voie

intraveineuse, soit par voie intrapéritonéale.

La chimiothérapie est utilisé systématiquememtsdes cancers de I'ovaire (a I'exception
des stades IA et IB, grade 1 ou 2 qui sont de bamgstic) et utilisé dans plusieurs
circonstance : chimiothérapie préparatoire a laucgie, chimiothérapie adjuvante apres

exérese chirurgical incompléete ou compléte et abtindirapie palliative en situation d’échec.

1.1.6.c. Surveillance

La surveillance d'un cancer de l'ovaire trait€é@nme but principal la détection précoce
d’une récidive chez les femmes. Elle permet d’'ésakgalement I'efficacité des traitements
utilisés en cas de maladie évolutive. La surveidarepose sur un examen clinique complet,
les méthodes d’'imagerie et le dosage des marquemsraux (dosage du CA 125). Ces
méthodes permettent de mettre en évidence uneugllentnasse résiduelle. Bien que les taux
de réponse a la chimiothérapie soient proches dé, 86s trois quarts des patientes,
initialement sensibles au traitement, rechutentd@eloppent une chimiorésistance. Le

traitement est souvent une reprise de la chimiagiér(Colombo, Van Gorp et al. 2006).

[.1.7. Prévention et Dépistage
Le consensus établi ne préconise aujourd’hudépistage que chez les femmes a haut
risque de cancer ovarien (porteuses d'une mutaionle gene BRCAlIu BRCA2. Il
comprend un examen régulier par échographie endwlagvec dosage du marqueur sérique
du CA 125 recommandée a partir de 35 ans, et phie tot s'il existe une notion de forme
familiale préecocé€lLaframboise, Nedelcu et al. 2002), avec cependiaatefficacité meédiocre.
Il peut étre proposé une ovariectomie bilatéragé&yatique chez celles-ci si elles ont plus de

40 ans et I'absence de désir d'enfant

[.1.8. Signalisation cellulaire du CEO
Les cellules tumorales présentent des altératicarss des voies de signalisation qui

contrblent la prolifération, la réparation des aaties génomiques, et I'apoptose.

30



INTRODUCTION

Dans les cancers de I'ovaire, un certain nordereoies sont activeées dans plus de 50% des
cas. Parmi elles la voie des PI3K(Phosphatidyliobs-Kinase), NF-kB, Src et Ras (Bast,
Hennessy et al. 2009).

Plusieurs études ont démontré que la voie d&i§ B4t la plus fréquemment dérégulée dans
les cancers (Engelman 2009). Elle est activée @aére constitutive) dans environ 70% des
cancers ovariens (Bast, Hennessy et al. 2009). AlKIE serine-threonine kinase qui est

directement activée en réponse a PI3K, est I'effaatnajeur des PI3Ks dans les cancers.

Voie de signalisation AKT

AKT est une sérine thréonine protéine kinasal@gent connu comme "la protéine kinase
B", PKB), joue un réle clé dans la régulation deltiples processus cellulaires (survie,
progression du cycle cellulaire, synthése protéigbke existe sous 3 isoformes (AKT 1, 2 et
3). Son dysfonctionnement est impliqué dans laqgethése de nombreux cancers (Altomare
and Testa 2005). AKT est généralement activée lpasghorylation en réponse a des facteurs
de croissance. En effet, lors de la fixation danig (facteur de croissance) a son récepteur
spécifique, le PI3K est activé, ce qui va condéirta production de Phosphatidylinositol-
3,4,5-triphosphate (PIP3) par phosphorylation de$-P et PI-4,5-P2. Cette réaction peut étre
reversee par la PIP3 phosphatase PTEN, un inhilutela voie des PI3Ks (Figure 5).

L'activation de AKT/PKB nécessite de multipleségements de phosphorylation. La
phosphorylation consécutives de Thr (308) et SéB)de AKT par les phosphatidylinositol-
dependent kinase (PDK1 et PDK2) est nécessaire lfaativation compléte de AKT. Par la
suite, la kinase AKT/PKB active se dissocie dudiet peut initier plusieurs voies de

signalisation.
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Figure 5 : Voie de signalisation des PI3K/AKT(Sarker, Reid et al. 2009).

La régulation négative de l'activation d’AKT pese faire directement par une phosphatase
spécifique du résidu Ser473, la PHLPP (PH domainife-rich repeat protein phosphatase)
(Franke 2008). En revanche, la TCLgkdto-oncogene T cell leukemia dui se lie a I'AKT,
augmente son activité kinase (Noguchi, Ropars.€2(dl7). Il agirait comme un coactivateur
de Il'activité kinase d’AKT. Le TCL-1 est surexprintians certaines maladies (lymphomes
des cellules B) et pourrait contribuer a la patimege en favorisant I'activation d’AKT
(Noguchi, Ropars et al. 2007).
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Voie de signalisation AKT dans les cancers de I'oea

Des altérations dans I'expression et/ou l'a¢irad’AKT ont été observées dans plusieurs
types de cancers (sein, endometre, thyroide, peostdes mélanomes) et contribueraient au
développement et/ou a la progression tumorale (Adi@ and Testa 2005).

Dans les cancers ovariens, une hyperactivatighkkd est fréquemment observée
(Altomare, Wang et al. 2004). Cette hyperactivaeut étre une conséquence d’anomalies
dans des régulateurs de l'activit¢ d’AKT. Ce souottmut des mutations dans le géne
suppresseur de tumeuPS EN (Schondorf, Gohring et al. 2003) et/ou une angaiion du
géne codant pour la sous-unité catalytique pIdds PI3Kinases (Shayesteh, Lu et al. 1999).

De nombreuses études ont rapporté un role d’AlaRs la pathogenése du cancer de
I'ovaire. In vivo, Orsulic et al. ont montré qu’'une expression deKlTAactivé dans des
cellules de I'épithélium de surface de I'ovaire,cambinaison avec un autre oncogéene#K-
ou cimyaq, est suffisante pour induire la formation de tumdans des souris déficientes en
p53 (Orsulic, Li et al. 2002)In vitro, il a été montré que linhibition de 'AKT par deetits
ARN interférants (siRNA) dans des cellules d’adémomome ovarien entraine une
diminution de la migration, l'invasion et la pradration (Meng, Xia et al. 2006; Noske,
Kaszubiak et al. 2007). Arboleda et al. ont dénmopir des expérienc@s vitro et in vivo
gue la surexpression d’AKT2 dans des cellules gausés ovariennes entraine une

augmentation de l'invasion et des métastases tuesofArboleda, Lyons et al. 2003).

Une activité kinase augmentée de AKT1 a égalémdEnrapportée dans environ 80% des
tumeurs malignes ovariennes de haut grade et dessavanceés (llI/IV) (Sun, Wang et al.
2001). Alors qu’une augmentation d’activité d’AKE2été observée dans environ 36% des
tumeurs ovariennes et il s’agissait surtout de tusevariennes de type indifférenciée (Yuan,
Sun et al. 2000).

Un r6le d’AKT dans la chimiorésistance a égalem&té rapporté. En effet, les cellules
cancéreuses ovariennes surexprimant AKT étaierd pdgistantes au paclitaxel que les
cellules avec des faibles niveaux d’expression drA@age, Lin et al. 2000). De plus,
l'inhibition des PI3K et donc par conséquent d’Aa@r un inhibiteur pharmacologique, le
LY294002 augmente I'apoptose induite en réponseaalitaxelin vitro etin vivo dans les
cellules tumorales ovariennes (Hu, Hofmann et@D2).
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[.1.9. R6le du microenvironnement tumoral

L'environnement dans lequel se trouvent lesulesdl cancéreuses a une influence majeure
sur le développement de la tumeur. Le micro-enviemnent tumoral est notamment constitué
d’'une composante vasculaire, de fibroblastes, deleglimmunitaires et d’une matrice
extracellulaire (Figure 6). Le développement deweurs épithéliales de I'ovaire implique
I'établissement d'un dialogue moléculaire et cealitd permanent entre les cellules
cancéreuses, les cellules stromales et I'enviroenémprotéique. Ces interactions sollicitent
notamment des cytokines, des molécules d’adhésimeég(ines, cadhérines...) et des
systemes protéolytiques (métalloprotéases, matrigtalioproteinases; MMPs...). Ce
développement tumoral consiste en une série compl@&vénements : invasion de nouveaux
sites, formation de nouveaux vaisseaux, et échappera la surveillance immunitaire
(O'Hayre, Salanga et al. 2008).

Cellules dendritigues

Cellules
tumorales

Cellules
endothéliale

Fibroblastes

METASTATIC SITE

Figure 6 : Microenvironnement tumoral (O'Hayre, Salanga et al. 2008).
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[.1.9.a. Le systeme immunitaire et le CEO

Le systeme immunitaire joue un r6le importanhgdda régulation de la progression
tumorale. Certaines études ont démontré le rolErdmunité de I'hdte dans les cancers de
'ovaire. Zhang et al. étaient les premiers a rafgrd’'association entre l'infiltrat de cellules T
et le pronostic du cancer de I'ovaire (Zhang, Cot@grcia et al. 2003). lls ont démontré que
la densité de cellules T CD3+ dans la tumeur émitélée a la survie dans les CEOs. Ces
résultats ont été confirmés dans une autre étuasp@lini, Castiglione et al. 2005). Ainsi, les
tumeurs avec un infiltrat important de cellules D33 CD8+ sont fortement associées a des

résultats cliniques favorables (Nelson 2008).

Le microenvironnement tumoral contient des d¢eduimmunes inefficaces qui ont été
reprogrammees par des processus actifs meédiés pameur pour faire échouer la réponse
immunitaire spécifique anti-tumorale. Parmi les amsmes majeurs inducteurs de tolérance :
'expression des molécules inhibitrices de celluleset le recrutement de cellules T
régulatrices (Tregs) (Zou 2005; Wei, Curiel et2&l08).

Suppression de la réponse immunitaire dérivant destumeurs et de leur

microenvironnement

L’échappement au systéme immunitaire est néicesgmur la survie des cellules
cancéreuses. L’environnement local ou des factgargenant de la tumeur peuvent empécher
I'efficacité de la réponse effectrice. Cette imparde de I'environnement local tumoral est
tres bien illustrée avec les études chez la saanms lesquelles des tumeurs sont implantées
sur un site et grossissent de maniére incontrét&e que des tumeurs prélevées sur ce site et
réimplantées a distance dans les mémes souricgotiblées par le systeme immunitaire et
rejetées (Kurt, Park et al. 2000; Blohm, Roth et28102). On peut citer quelques éléments
pouvant expliquer cette inhibition de la répondeatfice. Par exemple, certaines cellules T,
infiltrant le microenvironnement tumoral local ofie décrites comme étant régulatrices ou
suppressives. Parmi elles, les lymphocytes T Red@+lID25+qui sont associées a un
mauvais pronostic dans le CEOs. Curiel et al.,mantré que la production de chimiokine
CCL22 par les macrophages et les cellules tumoreset le recrutement des cellules T
régulatrices CD4+ CD25+ (Treg), qui expriment leeggteur de CCL22 le CCR4, au sein du
foyer cancéreux. Les cellules Treg induiraient todérance immunitaire par la suppression de
cellules T effectrices (Curiel, Coukos et al. 2004)
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D’autre part, la tumeur peut directement échappesystéme immunitaire en exprimant des
molécules inhibitrices des cellules T comme pamgde B7-H1 (Dong, Strome et al. 2002)
ou HLA-G (Tripathi and Agrawal 2006) ou encore emiduant I'expression des molécules
du complexe majeur d’histocompatibilité¢ (CMH) asaface (Campoli, Chang et al. 2002).
La tumeur peut aussi relarguer des cytokines immuparessives comme le transforming
growth facto (TGH3) ou l'interleukine 10 (IL10) (Elgert, Alleva et.a998).

Il a été montré que la chimiokine CXCL12/SDF+bduite par les tumeurs contribue au
trafic des cellules dendritiques plasmacytoides &t leur accumulation dans le
microenvironnement tumoral (Zou, Machelon et al.0PO Les cellules dendritiques
plasmacytoides présentes dans le microenvironnemsembral induisent une production
importante d’IL-10 par les cellules T qui suppritas fonctions effectrices des lymphocytes T

spécifiques de tumeur.

1.1.9.b. Angiogenése, invasion et métastas
L’interaction des cellules tumorales avec leucroenvironnement est importante dans
l'initiation et la progression tumorale pouvantstier la prolifération cellulaire, l'invasion,

les métastases et I'angiogenése.

La formation de nouveaux capillaires sanguinspatir de vaisseaux pré-existants
(angiogenese) sont nécessaires pour amener |'ogygdnles nutriments aux cellules
cancéreuses ou bénignes. Le VEGF-A (Vascular EetlathGrowth Factor A) apparait
comme un des principaux médiateurs de l'angiogeres®wrale, qui est connu pour
augmenter la perméabilité vasculaire, stimulerrdif@ration des cellules endothéliales et les
protéger de I'apoptose (Landen, Birrer et al. 20@Bautres médiateurs de I'angiogenese
comme I'lL-8 joue également un réle important deneéovascularisation et la croissance du

cancer de I'ovaire (Xu and Fidler 2000).

L’invasion a travers la membrane basale et Igration des cellules endothéliales pour
'angiogenése nécessitent I'interaction entre ERiles tumorales et le stroma et nécessitent
encore la dégradation de la matrice extracellulpae des métalloprotéases de la matrice
(MMPs). Ces MMPs sont une famille d’endopeptidadésendantes du zinc qui digére le
collagéne et d’autres composants de la matriceaeeitulaire (Landen, Birrer et al. 2008).
Les tumeurs de I'ovaire expriment MMP2 et MMP9 ette expression augmentée correle

avec l'invasion des cellules tumorale (Yan, Liraet2010) et la survie des patients (Kamat,
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Fletcher et al. 2006). Les MMPs jouent égalementdla dans le développement de tumeurs
de l'ovaire, Huang et al. ont montré que la promuctde MMP-9 par les macrophage
(infiltrants la tumeur) jouerait un rdle critiquamns I'angiogenese et la croissance des tumeurs

ovariennes humaines chez les souris (Huang, Vadafirst al. 2002).

Le réle des chimiokines dans le microenvironneinakes tumeurs de I'ovaire a été rapporté.
Il s’agit surtout d’'un effet sur la métastase dibutes tumorales. C’est le cas de la chimiokine
CXCL12 qui est trouvée dans 91% des cancers daif@vSon récepteur CXCR4 est exprimé
dans 59% des cancers ovariens et est associédininétion de la durée de survie globale et
la survie sans réecidive (Bast, Hennessy et al. 2dD&ns un modele de xénogreffe, il a été
montré que linhibition de CXCR4 inhibe la disséation intrapéritonéale du cancer de

I'ovaire (Kajiyama, Shibata et al. 2008).

[.1.10. Modéle animaux du CEO

Les modeles animaux de cancer, sont courammeigéeasl pour étudier la biologie des
tumeurs et développer de nouvelles approches thdtigpnes. Plusieurs modeles

expérimentaux du CEO sont développés. Ces modateessentiellement murins.

1.1.10.a. Modéles murins du CEO

Le développement de modéles murins a contriblaécampréhension de I'oncogenése des
tumeurs épithéliales de I'ovaire et au développdndes thérapies ciblées. Ces modéles ont
éte tres utiles pour démontrer I'implication d’ogéaes ou de genes suppresseurs de tumeurs
dans la carcinogenese ovarienne. lls ont égalepeentis d’évaluer le réle ou la contribution
de molécules de voie de signalisation dans la petmese et de tester l'efficacité de
molécules inhibitrices (I'inhibiteur de MEK, PD98®5I'inhibiteur des mTOR, rapamycin,
et/ou des inhibiteurs d’AKT) de voies de signdl@a activées par des oncogéenes tels que
AKT, K-RAS, ou c-Myc (Chien, Aletti et al. 2007).

Les modeles murins les plus utilisés actuellénaams la recherche sont les modéles de
xénogreffes. Les modéles de xénogreffes utilisastliginées cellulaires permettent d’évaluer
le développement et l'invasion de la tumeur a laesde l'inoculation sous-cutanée ou
intrapéritonéale de cellules cancéreuses humaingssasouris immuno-déficientes (souris

nude). Plusieurs lignées cellulaires humaines d@© Git été étudiées par la xénogreffée dans
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des souris athymiques dites «nude ». La lignédulaek OVCAR-3 forme un
adénocarcinome séreux faiblement différencié, dade SKOV-3 forme des carcinomes a
cellules claires ; les deux lignées A2780 et H1@4nEnt des tumeurs de type indifférencié.
Ces différents sous-types histologiques nécessitestapproches thérapeutiques différentes.
Le choix du traitement avec des thérapeutiquegesbtioit tenir compte de I'histologie et les

profils d’expression de géne de la lignée cellelair

La capacité d'isoler et de cultiver des cellutes I'épithélium de surface de I'ovaire a
permis de modifier génétiquement ces cellules nlasnafin de définir les conditions pour la
transformation tumorigénique. Orsulic et al. onilisé une transduction rétrovirale pour
exprimer une combinaison d’'oncogenes dans I'épithélde surface de l'ovaire murin
(MOSE) (Orsulic, Li et al. 2002). Les cellules aeanes transgéniques exprimant de maniere
ectopique un récepteur pour un rétrovirus aviaWéTde souris sauvages ou déficientes pour
p53 furent infectées avec les oncogénasys K-ras, AKT seuls ou en combinaison, puis
réinjectées a des souris dans le sac bursal quirentovaire. Ces auteurs rapportent que la
transformation en cancer de l'ovaire nécessite,sde@ modele, I'absence de p53 et
'augmentation de I'expression d’au moins de 2 gares (anycet K-ras, K-ras et Akt, ou
Akt et cmyqg. Dinulescu et al. montrent que [linactivation dencogéne PTEN et
laugmentation de [I'expression de rs, induit I'apparition de tumeurs malignes
endométrioides (Dinulescu, Ince et al. 2005). HadKikitin et al. rapportent que
l'inactivation des deux génes suppresseurs de tueiés, lep53 et le rétinoblastomeR(b)
dans les cellules de I'épithélium de surface dedie (ESO) entrainait une prévalence élevée
(33 sur 34 souris) de tumeurs de I'ovaire danssoesis, avec la présence également d’'une
ascite abdominale dans 24% des souris; alors maetivation de I'un des deux genas3ou
Rb a donné lieu a beaucoup moins d’incidence de mageinese ovarienne(Flesken-Nikitin,
Choi et al. 2003). Ces modeles ont montré que geoese des tumeurs de I'ovaire répond a
un modéle multi-étapes ou la transformation en earest le fait de I'accumulation

d’altérations génétiques.

1.1.10.b. Modéles de souris transgéniques
Le développement de modéles transgéniques dmrcdn I'ovaire a été difficile en raison
du manque de promoteurs tissu-spécifique appropggiésconduisent a une expression

exclusive du transgene au niveau de I'ESO.
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Connolly et al. sont les premiers qui ont carasé le modeéle transgénique de CEO
(Connolly, Bao et al. 2003). Aprés avoir démonto@ g MOSE exprimait des transcrits de
Mullerian inhibiting substance receptor type Il @MIR), ils ont généré des souris
transgéniques exprimant la région transformanteS¥d0 (T-antigen) sous le contréle du
promoteur de MISIIR (tgMISIIRTAQ). Environ 50% desuris transgéeniques femelles ont
développé des tumeurs ovariennes bilatérales. @esurs étaient fréquemment associées a
une dissémination péritonéale et a la présencecitBasCependant ces tumeurs ont été
€galement trouvées dans les ovaires de souris aounges tgMISIIRTAg. Ce qui rend le
modele tgMISIIRTAg inapproprié pour les analyses tsions précoces du développement
du cancer de I'ovaire et pour la modulation deefars qui pourraient influencer l'initiation de
la maladie (Garson, Shaw et al. 2005) ; mais ilrgouétre utilisé pour étudier des facteurs
qui influenceraient la progression dans le cas el’'umaladie établie ou pour des essais
thérapeutiques. Malbuchi et al. ont utilisé ce n@die souris transgénique pour tester I'effet
de RADOO1 (Everolimus), un inhibiteur des mTOR. t®ntrent que le RADOO1 retarde
I'apparition ainsi que la progression de la tum@aabuchi, Altomare et al. 2007).
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[I- LES CHIMIOKINES ET LEURS RECEPTEURS

[1.1. LES CHIMIOKINES

[1.1.1. Généralités

Les chimiokines constituent une famille structurale cytokines chimiotactiques et
souvent pro-inflammatoires. Elles forment la pluangle famille de protéines qui orchestrent
les processus immunologiques et inflammatoiresteGatnille de protéines est constituée de
plus de 50 membres (Horuk 2001), dont la tailleevantre 8 et 10 kDa. Elles sont produites
de maniere abondante au niveau des sites d'inflaimmaet controlent I'activation et le
chimiotactisme des monocytes, lymphocytes, NK, phases, éosinophiles et neutrophile
(Figure 7) (Mackay 2001). Les chimiokines dirigenonc la migration cellulaire, vers les sites
inflammatoires, entre les compartiments intra- etraevasculaires, et vers les organes
lymphoides. En plus des roles d’activation, de abiiaxie, certaines chimiokines jouent un
rble dans [l'angiogenése, l'embryogenése, le dépelment des lymphocytes et
I’lhématopoiese (Honczarenko, Le et al. 2002).

Les chimiokines exercent leur action par interactwec des récepteurs a sept domaines

transmembranaires.

Figure 7 : Stimulation de neutrophiles par des chéwkines.Image obtenue par microscopie
électronique. a. Neutrophiles au repos. b. Neuttephctivés en présence de chimiokines.
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[1.1.2. Nomenclature

Les premiéres chimiokines ont été caractérisées les années 70 avec la découverte du
PF4 (Plateled Factor 4) (Levine and Wohl 1976)n@st qu’une quinzaine d’année plus tard
gue difféerentes molécules apparentées ont été deédes, la plus connue étant IL-8
(Baggiolini, Walz et al. 1989). Ces molécules ot& éonnues sous d'autres noms comme
la famille SIS (Small Inducible Secreted) des cytek, la famille scy (small cytokine) des
cytokines ou encore les intercrines. Le nom de wkimes a été adopté définitivement en
1992 lors du troisieme congrés international sardgokines en tant que néologisme pour

cytokine chimioattractante gytdkines chimio-attractantes ».

De nombreuses chimiokines avaient été idensifeagparavant et dénommeées en fonction de
leur localisation tissulaire ou de leur role phisgpque. En 1995, le comité NC-IUPHAR a
organisé la nomenclature des chimiokines. Méme esitdrme de chimiokines est
communément accepté et retrouvé dans la littératl@enomenclature officielle des
chimiokines l'est elle beaucoup moins, et I'ancienmomenclature reste communément

utilisée dans les publications scientifiq&€ableau 1).

Famille Mom efficiel MNam commun Famille MNom officiel Mem commun
CHC CxCL1 SGROw cC CCL1 I-309
CxCLe GROG cCL2 MCP-1
CHCLE SROy CCL3 MIP-1ex
CHCLS FPF-4 CCL4 MIP-15
CHCLB EMNA-TE CCOLE RAMTES
CHCLO GCP-2 CCLS C10
CHCLT MAP-2 CCLT MCP-3
CHCLB IL-8 CCLa MCP-2
CHOLS MIs CoLe MIP-1y
CHCL1O IP-10 COL1O CCL1O
CHCL1I1 I-TAC CCoL11 Eotaxine
CHCL1Z 5DF-1 CoL1z2 MCP-5
CHCL13 BCA-1 CCL13 MCP-4
CHCL14 BRAK CCL14 CC-1
CHCL1G Lungkine CCL1B Leuketactine-1
CHCL1S CHCL1S CCL16 LEC
COLIT TARC
coLie PARC
CoL1e ELC
xC CL1 Lymphotactine o COL20 LARC
Lz Lymphotactine B COLZ1 sLC
coLzz MDC
CCOLZ3 MPIF-1
CoLz4 MPIF-2
CHX3C CH3CL Fraktaline/MNeurotactine CCL2B TECK
CoL2o Eotaxine-3
COLET Eskine
CCLZB MEC

Tableau 1 : Nomenclature des chimiokines humainesiassification IUPHAR et nomenclature
usuelle (Laing and Secombes 2004).
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I1.1.3. Classification structurale et fonctimnelle

I1.1.3.a. Classification structurale

Les chimiokines se caractérisent par un motihman N-terminal de quatre (ou deux)
cystéines (Cys) en position conservée. La formatiendeux ponts disulfures entre les
cystéines 1 et 3 (Cys1-Cys3) et les cystéinesA2(€lys2-Cys4) confere une structure tertiaire
caractéristique des chimiokines. La position dasxdaemieres Cys les plus proximales de
'extrémité N-terminale ainsi que le nombre d’acgdeminés (AA) variables (X) séparant ces
deux premiéres Cys permettent de distinguer 4 &ouiles de chimiokines (Figure 8): deux
sous-familles majeures, les CXC-chimiokines (groupet les CC-chimiokines (grougds,
selon qu’un acide aminé sépare ou non les deux i@resn cystéines amino-terminales
(Rollins 1997), et deux familles mineures, les @Gysbkines (groupe) n'a qu'une cystéine et
les CX3C-chimiokines (groupd&) dont les résidus cystéines sont séparés par amies
aminés (Figure 9) (Baggiolini, 1998).

- Les chimiokines du groupe CXC (@i sont caractérisées par la présence d’un acideéami
entre les deux premieres cystéines conservées.rapea peuvent étre divisées en CXC-
chimiokines ELR et ELR selon qu’elles possédent ou non une séquenceeglart en
amont de la premiere cystéine. Les chimiokines E8%CL1, CXCL2, CXCL3, CXCLS5,
CXCL6, CXCL7, CXCL8 et CXCL15) sont produites pareugrande variété de cellules et
leur principal role est de promouvoir I'adhésiors deeutrophiles aux cellules endothéliales
ayant pour conséquence leur migration vers les gittammatoires. Ces chimiokines sont
dites spécifiques des neutrophiles. Ce motif cenfércette famille de chimiokines leurs
propriétés angiogéniques. En facilitant la formmatae nouveaux vaisseaux sanguins, ces
chimiokines pourraient étre impliquées dans le ymEement embryonnaire, la cicatrisation,
le développement de tumeurs solides ou linflamamathronique. Les chimiokines ELR-
(CXCL4, CXCL9, CXCL10, CXCL11, CXCL12, CXCL13, CXAl4 et CXCL16) attirent les
leucocytes et les monocytes, mais présentent ubke feapacité a attirer les neutrophiles
(Laing and Secombes 2004).
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Domaine

Familles Domaine

GRO LSD-TVEKT TEEMLMSDESH
HLP-2 DFDAP-RIFKIVORKLAGLDESAD
IL-8 DEEEN-WVQRVVERF LERAENS -
IP-10 SEAIENLLEAVSKEMSKRSE
I-TAC SKQARLITKEVERENF-———
SDF-1 IDPELEWIQEY LEKALN———————
ce cc [os c
1-309 EKSHCWPF"- AEQEIPLRATLCY——BNTSSHESHECLIFKLER-CRERE: DI";?'GWQRH‘RE{IE.RHCPSEGH{J
MCE-1 QEDATHADVT mm{:[qunmsy RRITSSHMDEERYIFKT IV-AKE I8 DPEQEWUQDSMDELDEQTQTEKT
HMIP-1P  aApMESDEET xmma.mmm——ﬂ'rsn S OPAVVFQTER-SKOVIMADESESWVCEY VY DLELH-—————
RANTES SDYSSDT-TP, TARPLERAHIFEY——-FY TSCHMSNEAVVEV TRE-NRD VML HEEREWVREY INSLEMS ——————
Eotaxine  __gppsyprr IPLORLESY-RRITSG FAV I THL-AKD I8 DPKKEWVQDSHEY LOQKSPTOED

o [

fractalkine uQHECUTHENTT@SKMTSKIPVALLIHYQQNQAS——-BEERA T TLET-ROHRLE AT PKE QWVK DAMOELORQAL A TTRNG

Figure 8 : Exemples illustrant la structure primaire des 4 familles de chimiokines

FAMILLE DES CHIMIOKINES CC (GROUPE [3)

Ectoxine1,-2,3
MCP-2,-3,-4

MEC TARC
HOC-1,-2 MDC

TARC, Eatoxi e-l HCC l
GROw, IL-8, NAP2 EN.

e hagres Mee
A I MIP-1 o !

Figure 9 : Redondance et spécificité au sein du $gme chimiokine(s)/récepteur(s).
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- Lorsque les deux cystéines sont adjacentes, da ga chimiokines du groupe CC (6l

Ces chimiokines exercent principalement leur actonles lymphocytes, les monocytes, les
basophiles et les éosinophiles. On dénombre égateumepetit groupe de CC chimiokines
qui possedent six cystéines conservées, les detigiiogs supplémentaires formant également
un pont disulfure (CCL1, CCL15, CCL21, CCL23 et (Bl En tenant compte des réponses
induites ou de similarités de séquences, les C@iokines peuvent étre divisées en 5 sous-

groupes :

- Le sous-groupe des chimiokines allergéniques, appessi MCP, regroupe des
chimiokines structurellement apparentées : CCL1L.Z,CCL7, CCL8, CCL11,
CCL12, CCL13, CCL24 et CCL26. Elles possedent uctivitgé pléiotropique,

mais sont capables principalement d’activer legnépshiles et les basophiles.

- Le sous-groupe des CC chimiokines pro-inflammasoicempte cing membres :
CCL3, CCL4, CCL5, CCL6 et CCL18 ayant une actiyité-inflammatoire

- Le sous-groupe HCC (Haemofiltrate CC chemokinejnmte quatre membres :
CCL14, CCL15, CCL16 et CCL23. Elles ont un rble damental dans les
processus inflammatoires.

- Le sous-groupe des chimiokines impliquées dangileldppement regroupe les
chimiokines CCL17, CCL22 et CCL25.

- Le sous-groupe des chimiokines homéostatiques @ngfL19, CCL20 et
CCL21. Ces trois chimiokines sont produites de fiagonstitutive par les tissus
lymphoides et dirigent les lymphocytes T et lesube$ dendritiques vers les sites

spécifiques au travers du tissu lymphoide.

CCL27 est unique au vu de sa structure et dégaation. Le gene codant pour CCL27
peut générer deux produits distincts résultantsn dapissage différentiel et ayant une
localisation tissulaire différente : ESkine estnpipalement exprimé dans le placenta et
posséde un peptide signal lui permettant d'étrerés&c alors que PESKY qui est
principalement exprimé dans le cerveau, semble@nsloqué vers le noyau.
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- Dans le groupe CX3C (a0 qui ne compte qu’'un membre, les résidus cyst&oasséparés
par trois acides aminés. On connait néanmoins figmes distinctes de cette chimiokine : la
forme soluble présente une activité chimioattraetapour les lymphocytes T et les

monocytes, alors que la forme liée a la membratigitimne forte adhésion des leucocytes.

- Les chimiokines du groupe C (o8) ne possédent que deux cystéines conservées,
correspondant aux deuxiéme et quatrieme cystéimss tbis premiers groupes. La C
chimiokine n’agit que sur les lymphocytes T. Cefidnille compte deux membres trés
similaires XCL1 et XCL2 qui ne difféerent que pamiature des acides aminés 7 et 8. XCL1 a

la capacité d’induire le chimiotactisme des lympftes(Laing and Secombes 2004).

En générale, les chimiokines sont libérées sdéwmsne soluble, tandis que la
CXsCL1/Fractalkine est la seule chimiokine avec CXChléxister sous forme membranaire
(Figure 10) (Bazan, Bacon et al. 1997; Matloubayid et al. 2000).

C C
XCLi2 = .
. G Signal peptide
CC C C D Chemokine domain

CClL1-2s |:::I I B Mucin-like stalk

D Transmenbrane domain

CxC_C C D Cytoplasmic domain
CXCL1as
CXC C C
(Bonzo-L)
27 1 110 202 227 254

-24 1 77 318 337 373

Figure 10 : Les différentes familles de chimioking€XcCL, , CCL,.,5et CXCLy.15 sont sous forme
soluble, tandis que CXGk.et CXCL1 ils existent sous forme transmembranaire).
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11.1.3.b. Classification fonctionnelle
Les chimiokines peuvent également étre classélm leur profil d’expression et leur
fonction. La classification fonctionnelle subdivises chimiokines en deux groupes : les
chimiokines pro-inflammatoires (ou inductibles) &s chimiokines constitutives (ou

homeéostatiques) (Brandes, Legler et al. 2000).

- Les chimiokines pro-inflammatoires (ou induct#)lesont exprimées dans les tissus
inflammeés par les cellules épithéliales ou strosyadénsi que par les leucocytes résidents ou
recrutés, activés par des cytokines pro-inflammesoiou aprés contact avec un agent
pathogéne. Le LPS, I'lLf], INF y (interféron-gamma) et le TNé& (tumor necrosis factor)
font partie des molécules capables d’induire I'esgion de chimiokines pro-inflammatoires
comme les CCL5, CCL3 et CCL4. Leurs réecepteurs sexprimés sur les cellules
phagocytaires comme les neutrophiles, les éositesphlies monocytes et les cellules
dendritiques immatures. Les chimiokines pro-inflaaboires jouent normalement un réle

dans I'immunité innée, c'est-a-dire la défense 'degdnisme face a un agent pathogene
rencontré pour la premiére fois, ainsi que damgl#mmation (Moser and Willimann 2004).

- Les chimiokines constitutives, quant a elles,t sxprimées de maniéres constitutives dans
les organes lymphoides et dans certains organedymgmmoides tels que la peau et les
muqueuses. Par exemple CXCL12/SDF-1 est une ching@ogonstitutive. Le réle de ces
chimiokines est de reguler le trafic physiologiqdes cellules immunitaires durant
’hématopoiese et la localisation des lymphocytes sein de ces organes pendant la
lymphopoiese mais également pour maintenir 'imnsumeeillance ; CXCL12/SDF-1, BCA-

1, ELC et SLC en sont des exemples. Certaines slelimiokines semblent également étre
indispensables pour la formation de ces organest¢€$999; Ngo, Korner et al. 1999). Leurs
récepteurs sont exprimés sur les cellules T et Bstellules dendritiques immatures. Ces
chimiokines dirigent le positionnement des lymphesyers les zones spécifiques de cellules
B et T dans les organes lymphoides secondaires.f&sde I'interaction entre les cellules
dendritiques et les lymphocytes T et les lymphaeyBeet T a des endroits appropriés,

nécessaires au développement de la réponse imineifitaing and Secombes 2004).

Cependant, la distinction entre chimiokines pilammatoires et chimiokines constitutives

n'‘est pas absolue, certaines chimiokines appartenaox deux familles. La
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fractalkine/CX3CL1, fait partie de cette catégoradle est exprimée de fagon constitutive au
niveau du cerveau et elle peut également étre raggripar les cellules endothéliales suite a
une stimulation par des cytokines inflammatoirezd@g Bacon et al. 1997). Il s’avere de plus
en plus que cette distinction constitutive/indueibst peu adéquate pour les chimiokines et en

conséguence peu employeée.

[1.1.4. Structure tridimensionnelle

Des études de spectroscopie par résonance rtagnétcléaire et de cristallographie par
rayons X ont donné lieu a des structures de hatgelution pour un certain nombre de
chimiokines, révélant une structure tridimensiolmmebmmune des différentes familles. Cette
structure conservée est composée d'une région amminonale flexible structurellement
désordonnée qui précéde la premiére cystéine. @mide est suivi d’'une région en boucle
appelée boucle N (N loop) suivie d'un feuillet ctite® de trois bring antiparalléles reliés
entre eux par les boucles 30s, 40s et 50s. Ce protifé grecque fournit une base solide sur
laquelle s’ancre le domaine carboxy-terminal org@nen hélicean qui suit la derniére
cystéine. La structure tridimensionnelle est sisdd a la fois par les deux ponts disulfures
mais également par des liaisons hydrophobes eesreédidus de I'hélice carboxyterminale
et des résidus du feuillgt(Figure 11) (Crump, Gong et al. 1997; Nagasawahibana et al.
1999).

La plupart des analyses de structure montreet lgs chimiokines sont associées en
multiméres dans les conditions requises pour ktatlisation. Dans le cas des chimiokines
CXC, l'interface de dimérisation se situe au nivekul'angle du premier brifi alors que
dans le cas des chimiokines CC, l'interface seeqiutot a proximité de I'extrémité amino-
terminale d’ou la formation de diméres non équintde

Malgré le fait qu’aux fortes concentrations reszgres aux études cristallographiques on
observe des dimeres voire des multiméres, les okimés semblent agir a ['état
monomerique (Clark-Lewis, Kim et al. 1995; BaggigliDewald et al. 1997). Néanmoins, il
semblerait que la plupart des chimiokines se leerdes éléments de la surface cellulaire
notamment les glycosaminoglycanes ce qui sembleeibriser la dimérisation des

chimiokines.

47



INTRODUCTION

Ponts disulfures de types Cys-Cys

\qch >

boucle 30s

feulllet B
anti-paralléle
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/
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f

boucle 40s

Figure 11 : Structure tridimensionnelle des chimioknes(Galzi, Hachet-Haas et al. 2010).

I1.2. LES RECEPTEURS DES CHIMIOKINES

[1.2.1. Classification des récepteurs des chiokines

Les chimiokines exercent leur activité en inggssant avec des récepteurs de chimiokines,
appartenant a la superfamille des récepteurs adeemdines transmembranaires couplés aux
protéines G (RCPG). lIs présentent tous un coupdage les protéines G de la famille Gi/Go
(Bockaert 1991). La famille des RCPG est la plude famille de protéines membranaires
trouvées dans la nature et présente environ 1%@ess du génome des mammiferes. Cette
superfamille est divisée en 5 classes selon learolmgie de séquences. Les récepteurs des
chimiokines appartiennent a la classe 1 des RCRiagie a la rhodopsine.

Les récepteurs de chimiokines sont dénomméseatdp classe de chimiokines qu'ils lient.
Actuellement, une vingtaine de récepteurs a étact&isée et regroupée en quatre sous-
familles (Figure 12): CCR, CXCR, CX3CR et XCR. Gonpte actuellement sept récepteurs
de la famille CXC (CXCR1 a CXCR?7), onze récepteuusir les chimiokines CC (CCR1 a
CCR11), un récepteur pour la lymphotactine (XCR1)lee récepteur de la fraktaline
(CX3CR1).
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A ces récepteurs classiques on peut ajouter@B{-CKR (Chemocentryx, chemokine
receptor) et Duffy (Duffy antigen receptor for cheime ou DARC), ces récepteurs sont en
général classés parmi les récepteurs des chimmwldae ils présentent des similarités de
structure et lient les chimiokines (Nibbs, Wylieadt 1997). Cependant, ils ne semblent pas
transmettre de signal intracellulaire. Il existealégent des récepteurs « orphelins » pour
lesquels aucun ligand n’a encore été identifi@etlisement.

Certains virus contiennent dans leur cadre dele des genes codant pour des récepteurs
des chimiokines. Parmi les récepteurs codés pargdeemes viraux, le cytomeégalovirus
humain possede dans son géne une séquence US&&lqupour un récepteur qui est capable
de lier les chimiokines humaines telles que CCLEL & CCL4, CCL5, CCL8 et CX3CL1
(Murphy 2001).

Chez 'homme, la plupart des récepteurs connus grguvnteragir avec plusieurs

chimiokines d’'un méme groupe, et réciproquement cmmiokine peut se lier a plusieurs

recepteurs.
CCL3 ceLs
CCL4 CCL?
CCLs ceL11
CCL? o CCL13 oLz
CCL14 oLy CELYS: ©ceLs cGLa
CCL15 geola  CCl24 cols CCL4 CCLY
CCL18 goLi2 CCL26° coLy GGl cClig CCle ccier
CCL23 ceoLia CCL28 ccl2e CCLB ©Cl21 CCLI7  CCLes
[ ool
lﬁ — il — — e . — 2
| GCR1 CCR2 GCCR3 CCR4 CCHs CCH7Y CCRs CCHI1D
=1
| CXCLS
CeLEo |" CCRS& CXCRS ||
COL25 E CCRD CXCHS L% CXCL1G
XCL1 E KCH1 CXAIcH1 %7 o E
U L
) CCX-
CXCR1 CXCR2 CHCR2Z CXCR? D6 DARC kR CHCR4
= e — — — — A
i I
R |
CXCLE pxcl1 CXCL8 CXCL1T seis pope CCL18 CXOL12
CXCL8 pxore CXCL10 CGXCLIZ ooLs ceLs CCL21
cxcLa CGXCLn ccLe ool CoL2s
CXCLS gcls  ccLig CXCLia
CHOLE CCL?  ©CL14
CXCL7 COLB  CXCL
CROLE CCL12 CXCL2

CCL1a CxCL2
CCL14  CXCLT
CCL17  CXCLe
coLzz

Figure 12 : les récepteurs de chimiokines et leufgands correspondants
(Lazennec and Richmond 2010).
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[1.2.2. Structure

Les récepteurs des chimiokines sont des praté@ee340 & 370 AA. lls sont constitués de
sept domaines riches en résidus hydrophobes sous fhéliceoa transmembranaire (TM1-
TM7), reliées entre elles par 3 boucles hydrophiesracellulaires (ECL1-ECL3) et 3
cytoplasmiques (ICL1-ICL3) (Bockaert and Pin 1998).possedent un domaine N terminal
extracellulaire acide et relativement court (~40)Adui contient des sites de glycosylation et
de sulfatation des résidus tyrosines et une séguBRYLAIV (Asp-Arg-Tyr-Leu-Ala-lle-
Val) au niveau de la boucle ICL2 nécessaire admdn aux protéines G hétérotrimérique
composeées de trois sous-unitésp, y (Figure 13). Deux ponts disulfures extracellulaire
permettent le maintien de la structure tertiaire. dremier pont se situe entre la partie N-
terminale et la troisieme boucle, le deuxiéme eldreremiére et la deuxiéme boucle. Le
domaine C terminal contient des sites de phosphioyl de résidus sérine et thréonine qui

permettent la régulation de I'activité et de I'exgsion du récepteur.

Figure 13 : Structure des récepteurs a 7 domainesansmembranaires.L’extrémité N-
terminale est extracellulaire alors que I'extrénsii€boxy-terminale (C-terminale) est intracelludaill y a 3
boucles extracellulaires el, e2 et e3 et 3 bouctecellulaires nommées i1, i2 et i3.

Les récepteurs des chimiokines existent sousdate monomeres et pourrait dans certains
cas former des oligomeres et généralement des borhé@térodimeres (Angers, Salahpour et
al. 2002). Certaines études montrent que les régeptdes chimiokines, tels que CCR2,
CCR5 et CXCR4 forment des homodimeres (Rodriguaztr Vila-Coro et al. 1999). Une
étude récente montre la formation d’hétéro-oligamemtre CCR2, CCR5 et CXCR4 (Sohy,
Yano et al. 2009). Une hétérodimeérisation est égafd possible suite a la fixation de ligand.

La formation d’hétérodimeres est possible entre ZERCCR5 (Mellado, Rodriguez-Frade et
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al. 2001) et entre CXCR4 et CXCR7 (Levoye, Balabart al. 2009).

[1.2.3. La liaison des chimiokines a leur(s)$cepteur (s)

Les chimiokines se lient a leurs récepteurs avexaffinité de I'ordre du nanomolaire qui
varie toutefois selon le type de couple ligand/péeer, et selon le type de cellules présentant
le récepteur. La réponse de la cellule est la cpresice d’une suite d’événements initiés par
la reconnaissance du ligand qui génére une castéadenements biologiques que I'on peut

arbitrairement regrouper en signaux précoces (pramk) et en signaux tardifs (distaux).

[I.2.3.a. Le modele d’interaction chimiake-récepteur

Dans la plupart des situations, les chimiokiregissent en tant que monomeres.
L’interaction chimiokine/récepteur est rendue polgspar deux sites de liaisons : le premier
est une boucle exposée dans la région située lentieuxieme et le troisieme résidu cystéine
de la chimiokine. Ce site est considéré comme ag®m d’interaction de faible affinité et se
lie a I'extrémité amino-terminale extracellulaira tecepteur. Le second site de liaison n’est
autre que la partie N-terminale de la chimiokingjée avant le premier résidu cystéine et
interagissant avec une boucle extracellulaire depteur (Figure 14). Ce site de liaison est la
partie la plus variable chez toutes les chimiokigtesst donc déterminant pour 'affinité et la
spécificité de la liaison ligand-récepteur. Il égfalement indispensable a l'induction d’un

signal de transduction (Monteclaro and Charo 188#@ser and Willimann 2004).
Un certain nombre d’acides aminés et de tyrssisgifatées localisées au niveau du

domaine N-terminal des récepteurs contribuent égae a la haute affinité de liaison des
chimiokines (Farzan, Mirzabekov et al. 1999; Follgm et al. 2002).
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Figure 14 : Modéle d’'interaction chimiokine-récepteir (Monteclaro and Charo 1996).

Les chimiokines se lient a leurs récepteurs aliférentes affinités. Cette différence
s’expliquerait en partie par la quantité de prokgcmnes exprimés a la surface de la
membrane plasmique (Luster, Greenberg et al. 1¥%5plus de leur fixation spécifique a
leurs récepteurs, les chimiokines qui sont desepres hautement basiques, peuvent se lier
avec une forte affinité, par I'intermédiaire d’'unotit BBXB (B=résidus basique), a des
sucres chargés négativement a la surface cellukir@articulier les protéoglycanes (GAG)
(Proudfoot, Fritchley et al. 2001). Cette fixationn spécifique induit la polarisation des
chimiokines, ce qui augmente leur concentratioalmet facilite leur fixation aux récepteurs
exprimés sur les leucocytes (Ali, Palmer et al.0Qa liaison aux GAG pourrait protéger
les chimiokines contre la dégradation, permettnar Istockage ou leur présentation au
récepteur, et favoriser I'activation cellulaine vivo. Les chimiokines connues pour leurs
fixations non spécifiques aux GAG sont CCL2, CCCZ;L4, CCL5, CXCL8, CXCL12,
CX3CLL1. Toutefois certaines chimiokines ne se fixeas aux GAG.

[1.2.3.b. Signalisation des récepteurs ct@miokines
En réponse a la liaison de l'agoniste, les részep de chimiokines interagissent avec les
protéines G hétérotrimériques et catalyse I'échaGd@P/GTP et il semblerait que la
dimérisation des récepteurs soit importante pourtrdasduction du signal (Vila-Coro,
Rodriguez-Frade et al. 1999; Rodriguez-Frade, dell Rt al. 2004; Springael, Urizar et al.
2005).
Les protéines G sont formées d’'une sous-uni€e a un complex@y. Les protéines G

sont inactives lorsque leurs sous-unités sont l@es$sDP, et deviennent actives quand le
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GDP est échangé pour du GTP. Sous forme actiygptaine G hétérotrimérique se dissocie
alors en sous unité lié au GTP et en un diméfy. Les sous unités libres sont capables
d’interagir avec différents effecteurs responsalleda réponse physiologique (Figure 15)
(Offermanns 2003). La sélectivité de la signalmatest déterminée par la nature de la
protéine G et par la nature des effecteurs actlVésgiste plus de 20 sous-unitésegroupees
en 4 famillesas, ai, aq etal2/13 ainsi que, 6 sous-unitpset 12y (Maghazachi 2000). Les
récepteurs des chimiokines semblent s’associdutegopuvent a des protéinesiGensibles a

la toxine de Bordetella petussis (PTX) ou a des bremde la famille desdg. Les protéines

G interagissent avec les récepteurs des chimiakieesparticulier au niveau du motif
hautement conservé de la boucle ICL2 : DRY. Desatiauts de ce motif entrainent une perte
de réponse cellulaire. La boucle ICL3 serait imypdig dans la sélectivité de la protéine G. les
domaines ICL2 et ICL3 agissent probablement de @mancoopérative avec la région C

terminale. En effet, la délétion de la partie Griigrale altere également la réponse cellulaire.

La fixation du ligand sur son récepteur induielcascade d’évenements, dont I'effecteur le
plus courant est la PLC. La sous-urfitéinteragit avec la phospholipasepGPLCB) qui, a
partir du phosphatidylinositol (4,5)-bis phosph@®, génere de I'inositol (1,4,5)triphosphate
(IP3) et du diacylglycérol (DAG). L'IP3 induit lelargage de Gades stocks intracellulaires,
permettant une augmentation de la concentratiocadzium du cytoplasme. Le DAG, en
présence de calcium, active différentes isoforngeprdtéines kinases (PKC). En plus, il a été
montré que I'hétérodimengy induit I'activation de PI3K qui a sont tour active le PKB et la
MAPK. La sous unité: induit I'activation de src TPK et de FAK/Pyk-2.3rc TPK induit
I'activation de MAPK et de PI3K p85/p100 qui a stouir active le PKB (Figure 16) (Thelen
2001).

La signalisation des récepteurs des chimiokpeg étre indépendante de la protéine G et
dans certains cas, conduire au recrutement etcéiviéion de la voie JAK-STAT (Ahr,
Denizot et al. 2005).

Ces cascades de signalisation des récepteurshii@sokines sont impliquées dans la
régulation de différentes fonctions biologiques omen la migration, la survie, la

différentiation, la prolifération cellulaire.
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Basal state Receptor activation

G-Protein

/ dissociation
Effector activation

Figure 15 : Représentation schématique générale id@mant I'activation des protéines
G hétérotrimériques via les récepteurs a 7 domaingsansmembranaires.A, agoniste,
PTX, pertussis toxine, RGS, régulateur de la sigaabn des protéines G. Figure modifié

et tiré de (Offermanns 2003).
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PIK
85/p110

Figure 16 : Principales voies de signalisation indtes par la liaison des chimiokines sur

leurs récepteurs.PLC : PhosphoLipase C ; PKC : Protéine Kinase ®B PProtéine Kinase B ; MAPK :
Mitogen Activated Protein Kinase ; FAK : Focal Adimn Kinase pl25 ; PI3K : PI3 Kinase ; DAG
:DiAcylGlycérol ; IP3 : Inositol 1,4,5-triphosphatérhelen 2001).

11.2.3.c. Internalisation
La transduction des signaux via les récepteas chimiokines est régulée soit par la
désensibilisation du récepteur, qui concourt atémdans le temps le signal d’activation du
récepteur, soit par I'internalisation de celuit@. remise en fonction des récepteurs peut avoir

lieu soit par recyclage du récepteur suite a limadisation soit par résensibilisation.

Lorsque le ligand se lie & un récepteur, ceideinteragit avec une protéine G trimérique
qui se dissocie en sous-unité§&STP etpy, capables d’activer des effecteurs cellulairegsTr
rapidement les RCPG sont phosphorylés au niveadochaine C-terminal par des kinases
spécifigues (GRK) et cette phosphorylation a pdiet el’augmenter I'affinité pour I$-
arrestine, cette étape est appelée I'étape de siBBsation ou de phosphorylation. La liaison
de lap-arrestine sur les RCPG favorise leur entrée dangie d’endocytose via les puits
recouverts de clathrine. En effet,farrestine interagit avec la sous-urfitéd’AP-2 et cette
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protéine adaptatrice établit un pont moléculaireesle complexe réceptefirarrestine et la
principale protéine du manteau de la vésicule ddegtbse, la clathrine. Ce phénomene a été
décrit pour plusieurs récepteurs tels que : le CAGRCR2b, CXCR7 (Bhandari, Trejo et al.
2007; Berchiche, Gravel et al. 2010; Luker, Stestlal. 2010). Une fois le compartiment
endosomique atteint, le devenir des récepteursnaisés est variable. Le plus souvent, les
récepteurs sont déphosphorylés au niveau des andes@onséquence du pH acide et la
présence de phosphatases au niveau de ces végmuitesecyclés a la membrane plasmique,
ou ils peuvent a nouveau étre stimulés. Certaiosptéurs ne recyclent pas et sont dirigés
vers le compartiment lysosomial pour y étre dégsagdégure 17) (Moore, Milano et al.
2007). lls existent également une autre voie d'irgksation des récepteurs des chimiokines
(comme le récepteur de CCR5) qui ne conduit pas farmation de vésicules a clathrine.
Cette voie fait intervenir les cavéoles qui sont dricro-domaines de la membrane
plasmique, impligués dans I'endocytose, la sigatbs calcique et le transport de

cholestérol (Mueller, Kelly et al. 2002).

1 Activation 2 Phosphorylation 3 Targeting to CCP
& signaling & desensitization & internalization
GRK, arrestin Clathrin, AF-2, PIFJPIPy

Cileucine and tyrosine motifs.
ARF, GEF, GAF, PIGK, p3d MAPK

@ sgonist
AR PIPRIP,
AP-2

= Gilathrin

Sb Recycling S5a Degradation 4 Sorting (or signaling)

PDZ-domain ligand Ubiquitination Phosphorylaton
MEF SrX1 Ubigquitinaticn
NHERF/EBF50 GASP Vps proteins

Rab GTPasas

Figure 17 : Endocytose des récepteurs a sept domamtransmembranaires couplés aux protéines G
(RCPG) aprés une activation de courte durée : mécéme principal et devenir des récepteurs internaliés
(Moore, Milano et al. 2007).
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I existe également une internalisation constiiti le récepteur s’internalise méme en

absence du ligand. Ce phénomene existe chez ceri@bepteurs par exemple : CXCR4

CX3CR1, D6 et CXCR7 (Figure 18) (Borroni, Mantovatial. 2010; Luker, Steele et al

2010).
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Figure 18 : Endocytose des récepteurs aux chimiokis.A. Dans I'absence de ligand, certains
récepteurs aux chimiokines (RC) subissent unenatisation constitutive, suivie par la dégradaff@XCR3)

ou le recyclage (CXCR4 et D6) (Figure a gauche)plupart des RC sont internalisés apres la fixatierteurs
ligands par l'intervention des voies dépendantéadgathrine ou des cavéoles. Certains CR utitigesdeux
voies (CCR2, CCR4, et CCR5), tandis que d'autresu@Rent une voie spécifique (clathrine-dépendant
CXCR1, CXCR2, CXCR4 et CCR7; cavéoles-dépendansRO, et CCXCKR). Suite a I'endocytose, les
récepteurs peuvent étre recyclés a la membrangobeme (CCR5, CXCR2) soit transportés aux lysosomes
pour étre dégradés (CCR2b, CXCR2, CXCR3 et CXCR#jute a droite) (Borroni, Mantovani et al. 2010)
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[ll. LA CHIMIOKINE SDF-1 (CXCL12) ET SES DEUX RECEP TEURS,
CXCR4 ET CXCRY

[11.1. GENERALITES A PROPOS DE LA CHIMIOKINE SDF -1/CXCL12

[11.1.1. Historique et caractéristique

Les protéines SDFelet SDF-B (stromal cell derived factor 1) sont les premiéres
chimiokines identifiées par clonage a partir d'liggpée de cellules stromales de la moelle
osseuse murine (bone marrow stromal cell line, dat nom) (Tashiro, Tada et al. 1993), et
généralement appelée chimiokine (motif CXC) ligd2dCXCL12).

Ces protéines ont ensuite été clonées a pasircéllules stromales humaines et ont été
identifiées comme cytokines provoquant la prolifi@ des cellules B précurseur
dépendantes des cellules stromales. Elles ont ébtécappelées « facteurs stimulant la
croissance des cellules B » (PBSF : Pre-B cell grd®timulating Factor) (Shirozu, Nakano
et al. 1995). SDF-1 existe sous forme soluble qduit préférentiellement le recrutement des
lymphocytes T et les monocytes et elle existe sulface membranaire par leur liaison aux
glycoprotéines qui peut jouer un rble dans ladbesides lymphocytes et dans la
transmigration (De La Luz Sierra, Yang et al. 2QDehowski 2009).

SDF-1/CXCL12a (68 résidus) et SOFCXCL12b (72 résidus) sont codées par un seul
géene qui subit un épissage alternatif, la difféecentre ces deux variants se situant au niveau
des 4 AA supplémentaires a I'extrémité carboxy-ieate de SDH/CXCL12b. Les deux
formes alternatives sont identiques, tant au nivd&aliexpression que des fonctions (De La
Luz Sierra, Yang et al. 2004). Quatre autres véemrde SDF-1 ont été identifiées qui
contiennent respectivement 30 AA (SD§;131 AA (SDF-DB), 1 AA (SDF-E) et 51 AA
(SDF-1p) supplémentaires a I'extrémité C-terminale papoapa SDF-1o (Yu, Cecil et al.
2006).

SDF-1 posséde quelques caractéristiques remaesua
- L’expression de SDF-1 est produite de facon ctutiste par exemple, dans les cellules
endothéliales, les cellules épithéliales et damasitdés types cellulaires (Pablos, Amara et al.
1999; Salvucci, Yao et al. 2002).
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- Chez 'homme, le gene codant pour SDF-1 estiie&aur le chromosome 10, alors que les
génes codant pour toutes les autres chimiokinestyde CXC sont portés par les
chromosomes 4 et 5.

- Le pourcentage d’identité entre les chimiokinemhines et murines avoisine les 69 %, mais
SDF-1 est identique entre ces deux especes, hameisinique modification en position 18
d'une valine en isoleucine, ce qui suggere un folelamental de SDF-1 au vu de cette
conservation a travers I'évolution (Shirozu, Nakahal. 1995).

La structure de SDF-1 est caractéristique déaaille des chimiokines comprenant un
feuillet B composé de trois brins antiparalleles (résidusa23l, 35 a 42 et 47 a 51). Cet
arrangement se termine avec un domaine carboxyrakrmwrganisé en hélice (résidus 56 a
64). Les ponts disulfures relient la boucle amierinale au brif2 (Cys9-Cys34) et au brin
B3 (Cys11-Cysh0) (Figure 19). SDF-1 présente unactaristique particuliere a l'intérieur de
la famille des CXC chimiokines au niveau de l'otaion des ponts disulfures qui est
identique a celle des chimiokines de la famille @ette différence résulte sans doute de
I'existence d’'une proline entre les cystéines A Et(Crump, Gong et al. 1997; Gozansky,
Louis et al. 2005).

Figure 19 : Structure tridimensionnelle de SDF-1
Les brinsp sont représentés en vert, I’hélicearboxy-terminale en bleu ciel, les boucles 30s,&t 50s en
marron et la boucle N en bleu foncé (Gozansky, $ etial. 2005).
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CXCR4 a été longtemps considéré comme étardukerécepteur de SDF-1 (Bleul, Farzan
et al. 1996). En 2005, un second récepteur de SRFefe identifié, le récepteur orphelin
RDC1 de la famille des récepteurs & 7 domainesrmambranaires liés aux protéines G
hétérotrimériques (comme CXCR4), renommé CXCR7 nsédo nomenclature en vigueur

(Balabanian, Lagane et al. 2005; Burns, Summeak 2006).

[11.1.2. Sites de production de SDF-1

L’expression transcriptionnelle de SDF-1 est stibutive dans de nombreux tissus
hématopoiétigues ou non hématopoiétiques (Janak@¥). SDF-1 est produite chez les
foetus, par les cellules épithéliales biliaires plesjues ductales au niveau du foie et par les
cellules mésothéliales des cavités ccelomiques (Guul'Hermin, Amara et al. 1999). Ceci
suggeére un rble précoce de SDF-1 au cours du diparteent. Chez I'adulte, I'expression
protéique de SDF-1 est détectée largement danscdbsles stromales, endothéliales,
épithéliales et dendritiques (De La Luz Sierra, ' a&h al. 2004). SDF-1 est exprimée dans
différents tissus comme le foie, le poumon, la deasurrénale et la moelle osseuse (Raman,
Baugher et al. 2007). SDFrlest la variante la plus répandue et qui est eX§@ialans de
nombreux tissus comme la moelle osseuse et lensgsterveux central (SNC). SDB-&st
moins exprimé que le SDFelSDF-1B est surtout exprimé dans les organes trés vagagdar
comme le foie, la rate, la moelle osseuse, lessreinle cerveau. SDF¢lest l'isoforme
prédominante dans le cerveau de rats adultes,|el@osur, et dans la vie embryonnaire. SDF-
15, SDF-% et SDF-I sont les variantes qui ont été décrites récemrdans les tissus
humains. Elles sont toutes abondantes dans le g@s1cdEn plus SDFelet SDF-1 ont été
trouvés dans le cceur et le foie, ansi dans les drirfcetus et des adultes. D’autre part SDF-
15 a également été détecté dans la rate, le foiel feetles poumons. L'expression des
variantes de SDF-1 est hétérogene dans différésgast mais tous exerce le méme effet

fonctionnel (Janowski 2009).
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[1l.2. LES RECEPTEURS DE LA CHIMIOKINE SDF-1
[11.2.1. Le récepteur de chimiokine, CXCR4

l11.2.1.a. Historique et caractéristique

En 1993, Herzog et collaborateurs, lors de nettgesur les récepteurs orphelins, clonent un
gene bovin qu’ils identifient comme un récepteusept domaines transmembranaires et
classent ce récepteur dans la famille des récepteuneuropeptide Y en lui donnant le nom
de NPY Y3 (Herzog, Hort et al. 1993). L’équivalénimain est isolé a partir d’'une banque de
poumon. La séquence compte 1670 paires de bapeddét une phase ouverte de lecture de
352 AA.

En 1994, Loetscher et collaborateurs metterdvétience des similarités entre ce récepteur
putatif Y3 et le récepteur de l'interleukine 8 aweau de la taille mais surtout en ce qui
concerne la présence d'un deuxieme pont disulfyteeellulaire. Le groupe isole alors un
ADNCc codant pour une protéine de 352 AA compatiéuec la séquence d’'un RCPG a partir
d’'une banque de monocytes de sang humain (LoetsGlegser et al. 1994). Ills dénomment
cette protéine LESTR (Leukocyte derived Seven Treambrane domain Receptor).

En 1996, chez I'humain, Feng et collaborateumtsemtrepris la caractérisation du cofacteur
spécifiqgue permettant la fusion et I'infection pdH (virus d’immunodéficience humaine) ils
isolent un ADNc de 1.7 kb, possédant une phaserteude lecture de 352 codons prédisant
un RCPG: ce récepteur identifié comme le cofacpeumettant la fusion de I'enveloppe du
VIH et la pénétration dans la cellule héte en assion avec la molécule CD4. Du fait de son
réle dans la fusion et I'entrée du virus VIH il & é@aommé Fusin (Feng, Broder et al. 1996).
Enfin, lorsque le réle protecteur de SDF-1 en mattkinfection & VIH a été mis en évidence,
CXCR4 a été identifié comme étant le récepteur DE-$ et reclassé dans la famille des
récepteurs de chimiokines. Dans la méme annéemblague murin, «pre-B-cell-derived
chemokine receptor» (PB-CKR/CXCR4), a été clondéoetlisé sur le chromosome 9 par
deux équipes a partir d'une banque d’ADNc de cedlydéritonéales et cellules pré-B (CW34)
(Heesen, Berman et al. 1996; Nagasawa, Nakajirmh €096). La forme protéique présente
86% et 96% d’identité de séquence avec les forraemés et humaines, respectivement.

La protéine CXCR4 présente un poids moléculded0 KDa et elle appartient a la famille
des récepteurs a sept domaines transmembranaupies@ux protéinesdt Il partage 32 a
38% d’homologie de séquence avec les autres réosp®XC (Murphy and Tiffany 1991).
Deux isoformes de CXCR4 sont produites par épissaljernatifs, CXCR4-A et CXCR4-B,
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lequel est tronqué en N-terminal (délétion de®Vatl Sef). Ces deux formes de CXCR4
coexistent naturellement, fixant SDF-1 et sont empes par les LT et les LB, les cellules
péritonéales, les macrophages et les thymocytessgtie Berman et al. 1997).

Sur le plan structural, la protéine CXCR4 muritieerge de la forme humaine au niveau
des ectodomaines (74 % d’identité), principalemant niveau de la seconde boucle
extracellulaire (67% d'identité), qui présente uimsertion de 7 AA (&-G'M).
Contrairement a la forme humaine qui posséde detes sde modifications post-
traductionnelles, la protéine murine ne présentangseul site de glycosylation, localisé a
l'extrémité N-terminale. La région N-terminale e& Iderniere boucle extracellulaire,
importante dans la fixation du ligand, présentéd#o8’identité de séquence. Les domaines
transmembranaires et intracytoplasmiques présend&st d'identité de séquence, et
conservent notamment le motif de liaison aux pnegiGi (DRYLAIV) dans la 2™ boucle
intracellulaire et des motifs riches en Ser a Féxtité C-terminale (Heesen, Berman et al.
1996; Roland, Murphy et al. 2003).

[11.2.1.b. Site de production du récepteGXCR4

CXCR4 est exprimé dans les tissus hématopo&digti non-hématopoiétiques, tels que le
poumon, le coeur et le cerveau. CXCR4 est exprimé ya spectre de cellules
hématopoiétiques relativement large incluant legrophiles, les monocytes, les lymphocytes
B et T, les macrophages et les cellules dendrisiglieest encore exprimé a des niveaux trés
élevés dans les cellules endothéliales du systaseulaire, cellules épithéliales, et dans les
neurones du systéme périphérique ou central, damscloglie et les astrocytes. De hombreux
types cellulaires exprimant CXCR4 ont été idendiféu niveau des sites stratégiques de
passage de VIH, a savoir les muqueuses geénitaldggestives, les glandes salivaires, le

placenta et le SNC.

CXCR4 est également exprimé sur les cellulesldiiues immatures, les progéniteurs des
cellules B de la moelle osseuse et le cerveau emhajre.

CXCR4 ete detecté dans 23 difféerents types deeta(Balkwill 2004), y compris la
leucémie, le cancer du sein, le cancer d’ovaireeeémment détecté dans le cancer de la

prostate (Furusato, Mohamed et al. 2010).
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[11.2.1.c. Signalisation induite par CXCR4

La stimulation du CXCR4 par la chimiokine SDipdrmet d’activer diverses signalisations
intracellulaires en fonction du type cellulaire.@oe la plupart des récepteurs de chimiokine,
la forme active du CXCR4 induit son interaction @ues protéines G hétérotrimériques
classiques, la protéineoisqui est impliquée dans I'inhibition de I'adényatyclase et &
qui induit la mobilisation de calcium (Murphy, Bagiini et al. 2000). Busillo et al. montrent
gue CXCR4 est sensible a la toxine pertussis (PIX)PTX catalyse I'’ADP-ribosylation au
niveau d’'une cystéine située prés de la partier@itmle du récepteur et prévient I'activation
de la protéine G, plus précisément lai Busillo, Armando et al. 2010). Dans cet artides
auteurs montrent que le prétraitement a la PTX ipnévi’'activation de la protéine G
nécessaire a la phosphorylation des sérines eie gaterminale du récepteur. CXCR4 active
entre autres la voie de la PI13-Kinase (phosphatidgitol 3 kinase), la voie de la mobilisation
calcique ainsi que les kinases telles que Pykdifgroich kinase 2) et les kinases apparentées
a la famille Src. L’effet résultant de la signalisa de CXCR4 sur le cytosquelette est medié
par les petites GTPases représentées par Rho,tRadce42 (Teicher and Fricker 2010).
Indépendamment de la protéine G, la liaison de $RFEXCR4 induit son interaction avec
différentes GRK «G-protein coupled receptor» sdRK2, GRK3, GRK5 et GRK6. Par la
suite, les auteurs montrent que GRK3 et GRK6 phargfdmt le récepteur, ce qui induit le
recrutement de IB-arrestine a CXCR4 (Busillo, Armando et al. 2010).

En plus de son rdle fonctionnel, la signalisatioduite par le SDF-1 peut avoir un role
transcriptionnel sur plusieurs génes via la vois BMAPKs, NkB et JAK/STAT. Cet effet
régulateur de la transcription aurait un rble dEnprotection anti-apoptotique des cellules
CD34+ et augmenterait I'expression des métallopsEs de la matrice extracellulaire (MMP)
(Murphy, Baggiolini et al. 2000). La désensibilisat du récepteur est médiée par sa
phosphorylation au niveau C-terminal intra-cytopiapie (Haribabu, Richardson et al.
1997).

La stimulation du CXCR4 par la chimiokine SDRatluit I'activation de différentes voies
de signalisation, ce qui peut entrainer une vadétééponses comme le chimiotactisme, la
survie cellulaire et / ou la prolifération, la régtion de la transcription des génes. La figure
20 représente les principales voies de signalisadjoi peuvent étre impliguées dans la
transduction du signal CXCR4 (Teicher and Frickgt(®.
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Figure 20 : voies de la signalisation intracellulae du couple SDF-1/CXCR4
(Teicher and Fricker 2010).

[11.2.2. Le récepteur de chimiokine, CXCR7

I11.2.2.a. Historique et caractéristique

Le récepteur CXCR7 a été cloné depuis a peudfrems a partir d'une banque d'’ADNc de
thyroide de chien d’ou son nom RDC1 « Receptor BB§c » (Libert, Parmentier et al.
1989). Il était aussi connu sous d'autres nomsdets les GPCR 159, GPR159, GPRN1
(Figure 21), chimiokine orphelins receptor 1 (CMKOR AW541270 et chemocentrix
chemiokine receptor 2 (CCX-CKR2). En outre, CXCRé&sgnte une homologie avec le gene
ORF74 viral qui code pour un récepteur de chimielgui suggere qu’il code pour un signal
de maniére constitutive en l'absence de ligand @ylak Tarnowski et al. 2009).

Depuis de nombreuses années, le récepteur CXCR identifié€ comme un récepteur
orphelin pour lequel son ligand n'est pas encosentifié¢ (Law and Rosenzweig 1994). En
2005, SDF-1 eté identifie comme un ligand du CX(QRélabanian, Lagane et al. 2005;
Burns, Summers et al. 2006). Ce récepteur a etgctdéétomme un deuxieme récepteur de
SDF-1, quand ils ont remarqué que les cellules megridu foie faetal de souris knock-out
CXCR4, peuvent toujours se lier a SDF-1 (Burnsm®ers et al. 2006). A noter que, SDF-1
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a environ 10 fois plus d’affinités pour CXCR7 papport & CXCR4. De plus, CXCRY7 se lie
avec une forte affinité avec la chimiokine CXCLTIC (I-TAC : interferon-inducible T cell

a chemoattractant), ce qui peut perturber I'intacgaictie SDF-1/CXCR7 (Burns, Summers et
al. 2006). En outre, CXCL11 peut également sediam autre récepteur de chimiokine :
CXCRS3 (Cole, Strick et al. 1998). Le gene CXCR7sdaris se situe sur le chromosome 1 et
le géne CXCR7/RDC-1 humain se situe sur le chromaes@, ou les génes codant pour
CXCR1, CXCR2, et CXCR4 sont situés. Il existe alitnmeent deux isoformes de CXCR7 qui
sont produites par épissages alternatifs (LuccBeady et al. 2008).

D’un point de vue évolutif, CXCR7 est hautement smymé a travers les mammiféeres;
I’lhumain, le chien, la souris et le rat (Heesermnian et al. 1998).

Les récepteurs des chimiokines ont des caratitires communes comme leur liaison avec
les protéines @ et le fait qu’ils sont formés de 7 domaines traembranaires (Zlotnik and
Yoshie 2000). Cependant, le récepteur CXCR7 esbtdadle 7 domaines transmembranaires
mais il n'est pas couplé aux protéines G. Cetteaataristique peut étre due a des
modifications dans la séquence DRYLAIV situé auealv de la boucle ICL2 qui est
nécessaire a la liaison aux protéines G hétératiguneés (Figure 22) (Thelen and Thelen
2008).
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Figure 21 : Structure du récepteur GPRN1 (CXCR7)Law and Rosenzweig 1994).
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Figure 22 : Alignement de séquences des récepteulss chimiokines La région encadrée
représente I'extrémité N-terminale de la secondelbdntracellulaire comprenant le motif DRYLAIV
(Thelen and Thelen 2008).

[11.2.2.b. Site de production du récepteGXCR7

L’expression de CXCR7 a été trouvee dans lssisiembryonnaires et adultes. Cependant,
CXCRY7 est mal exprimé dans les cellules somatiqoe®males, son expression est plus élevée
dans les cellules transformées et pendant le dépeioent embryonnaire dans les deux tissus
humains et murins (Thelen and Thelen 2008). CXC&&xrprimé par les cellules B et T, les
monocytes, les neutrophiles (Balabanian, Lagars. @005) et par les cellules dendritiques.
L’expression du CXCR7 est en corrélation avec [@acéé des cellules B a se différencier en
cellules plasmatiques lors de l'activation, ce suggére que CXCR7 est un marqueur des
cellules B mémoire, qui sont compétentes pour dewidss cellules sécrétrices d'anticorps
(Sierro, Biben et al. 2007). CXCR7 est largememiriexé dans les cellules neuronales, dans
les cellules vasculaires et gliales (Schonemeietodziej et al. 2008). CXCR7 est exprimé
par de nombreuses lignées cellulaires tumoralesirte les cellules tumorales du sein, du
poumon et du cerveau), par les cellules endotlesgliattivées, par les cellules du foie foetal,

par le placenta ainsi que par I'endothélium vasau(&un, Cheng et al. 2010).
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[11.2.2.c. Signalisation du récepteur CXGR

Plusieurs études ont montré que CXCR7 n’acti@s lgs protéines G hétérotrimériques
classiques et n’'induit pas de libération de calc{aontrairement au récepteur de chimiokine
CXCR4) (Burns, Summers et al. 2006; KalatskayacBiehe et al. 2009). Levoye et al. ont
démontré que CXCRY7 interagit de facon constituivec la sous-unité db sans toutefois
engendrer son activation (Levoye, Balabanian e2@09). Tandis qu'une étude récente a
montré que le récepteur CXCR7 était sensible axmé pertussis (PTX). La PTX prévient
l'interaction de la sous-unité protéiqueiGvec le récepteur. Grymula et al. ont observé que
suite a un prétraitemerdes cellules tumorales du rhabdomyosarcome aveeTld, la
chimiotaxie ainsi que la phosphorylation des MAPR/44 induits par le couple SDF-
1/CXCRY7 étaient altérés voire absentes (Grymulendvaski et al. 2010).

Il a été montré que la stimulation de CXCR7 lpachimiokine SDF-1 induit le recrutement
de lap-arrestine (Kalatskaya, Berchiche et al. 2009; &apal, Kim et al. 2010). Toutefois, le
recrutement de |g-arrestine pourrait aussi se faire indépendammentinteraction du
récepteur avec la protéine G hétérotrimérique stratour, induire des cascades signalétiques
menant a l'activation des MapKinases telles queMésPK 42/44 (Wei, Ahn et al. 2003;
Rajagopal, Kim et al. 2010). Rajagopal et al. memitique I'activation des MAPK 42/44 via
CXCRY7 est uniqguement médiée par le recrutemenrd fl@airestine, et non par son interaction
avec les protéines G hétérotrimériques (Rajagdfiad et al. 2010).

Aussi, CXCR7 peut hétérodimériser avec le rémapte chimiokine CXCR4 et, ainsi,
affaiblir la signalisation des protéines G médiae PXCR4 (Levoye, Balabanian et al. 2009).
La modulation des diverses fonctions du récepteuchimiokine CXCR4 a été suggéree
comme un des principaux réles de CXCR7 (ThelenTralen 2008). Or, plusieurs groupes
de recherche ont considéré CXCR7 comme un récepteecoy», c'est-a-dire sans
signalisation propre et qu’il est fonctionnel st lorsqu’il dimérise avec un autre
récepteur de chimiokine (Haraldsen and Rot 200@jerhand Thelen 2008). Certaines études
observent que CXCRY7 joue le réle d’adaptateur pougroupe de molécules impliqguées dans
I'activation rapide des intégrines médiée par I'S@F-1/CXCR4. Dans leur modele, CXCR7
se trouve plutét emmagasiné dans des vésiculesdabemes précoces situées sous la
membrane basale et qu’il y a un recyclage constanl©XCR7 entre cette membrane et les
vésicules d’endosomes. Ainsi, ceci assure un pgtolptasmique de CXCR7 dans le but de
provoquer une activation des intégrines sur uneguenpériode de temps (Hartmann,
Grabovsky et al. 2008; Thelen and Thelen 2008).
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[11.2.3. L’effet de l'invalidation des genescodant pour SDF-1, CXCR4 et CXCR7

Les importants réles concernant SDF-1, CXCR@XER7 dans I'embryogenése et dans le
développement sont issus des animaux invalidésqesugenes.

Les souris invalidées pour le géne codant SDSIF-1-/-) ou CXCR4 (CXCR4-/-)
meurent généralement avant la naissance. Elleernigtd d’importances anomalies de
’hématopoiese caractérisées par une diminutioersége la lymphopoiése B dans le foie
foetal et la moelle osseuse, une absence de myésapdans la moelle et une diminution de la
myeélopoiese dans le foie foetal. En plus, ces soutisles anomalies du systeme vasculaire et
gastro-intestinal et des malformations du tissgloéifeux (Nagasawa, Hirota et al. 1996; Ma,
Jones et al. 1998; Tachibana, Hirota et al. 199/, Kottmann et al. 1998). En revanche,
deux études ont montré que les souris invalidées [gogene CXCR7 (CXCR7-/-) ont un
développement normal du systéeme hématopoiétiquergeux et développent uniquement
des anomalies du systeme cardio-vasculaire ou ddformations des valves cardiaques
(Sierro, Biben et al. 2007; Gerrits, van Ingen $eleet al. 2008). 70% des souris CXCR7-/-

meurent dans la premiere semaine aprées la naissance

[11.2.4. Réles du couple SDF-1/CXCR4 et SDFKIXCR7 dans certaines pathologies

Il a été suggéré que le couple SDF-1/CXCR4 janerdle dans diverses pathologies
inflammatoires comme l'allergie, la polyarthriteurhatoide, la sclérose en plaque (Janowski
2009), la maladie WHIM (warts, hypogammaglobulinemnfections, and myelokathexis)
(Balabanian, Lagane et al. 2005). Les récepteur€RAXet CXCR7 sont considérés comme
des co-récepteurs d’entrées pour certaines soutdhe¥IH (Feng, Broder et al. 1996;
Shimizu, Soda et al. 2000). Plusieurs études onttmdde role protumoral du couple SDF-
1/CXCR4 et SDF-1/CXCRY7 dans différestiypes de cancers (Sun, Cheng et al. 2010).

[11.2.5. Les Réles du couple SDF-1/CXCR4 ett8#--1/CXCR7 dans la tumorigenese
Plusieurs études ont montré des roles importdatscouple SDF-1/CXCR4 et SDF-
1/CXCR7 dans la métastase, la prolifération etdgiagenese des différentes variétés de
cancers comme le cancer de la prostate, le cancpodmon, le cancer pancréatique (Sun,

Cheng et al. 2010).
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Le cancer de la prostate

Chez les souris NUDE, Sun et al. ont montrédla de SDF-1/CXCRdans la métastase et
la croissance des cellules humaines du cancer dwolstate (CaP). lls ont trouvé une
corrélation positive entre les niveaux d’expressienSDF-let les tissus dans lesquels les
cellules du CaP vont migrer. Les niveaux les plievés de SDF-1 sont dans le bassin, le
fémur, le foie et les glandes surrénales / reimsrggport aux tissus qui produisent rarement
SDF-1 comme les poumons, la langue et les yeux,(Sahneider et al. 2005). La
neutralisation du CXCR4 par des anticorps spéafgquduit la métastase et la croissance du
cancer de la prostate (Sun, Schneider et al. 2@b5putre, SDF-1 augmente l'adhésion des
cellules du cancer de la prostate (LNCaP) aux lesllendothéliales par I'augmentation
d’expression des intégrines etp3 (Kukreja, Abdel-Mageed et al. 2005; Engl, Reljaak
2006). Dans les cellules PC-3 du cancer de la amsEDF-10 augmente I'expression du
CXCR4 via la voie de signalisation MEK /ERK et timation de NF-kB, ce qui augmente
'adhésion et la migration des cellules PC-3 vessdellules endothéliales (Kukreja, Abdel-
Mageed et al. 2005). SDF-1 déclenche l'angiogenksecellules LNCap via CXCR4 par
'augmentation d’expression du VEGF et CXCL8 (Wa8gn et al. 2005). Chez les souris, la
surexpression de SDF-1 augmente l'angiogenése mmuhnt I'expression de l'enzyme
glycolytiqgue phosphoglycérate kinase 1 (PGK1), &gtiun régulateur négatif de la VEGF et
CXCL8 expression (Wang, Dai et al. 2007). Des &uéeentes ont rapporté que CXCR7 est
fortement exprimé par les cellules du CaP, PC-BN&Lap C4-2B (Wang, Shiozawa et al.
2008) et que leur expression est plus importants tks tumeurs agressives. Une étude faite
in vivo etin vitro sur les lignées PC-3 et LNCap C4-2B indique gargiession du CXCR7
est associée a la prolifération, a la survie eéadhésion cellulaire et au chimiotactisme. En
plus, la surexpression de CXCR7 augmente la neolagationin vivo par 'augmentation
d’expression des facteurs proangiogenique teld'tji8 et le VEGF (Wang, Shiozawa et al.
2008).

Le cancer du sein

Les deux équipes de Muller et de Liang, ont m&ntvivo que SDF-1/CXCR4 déclenchent
les métastases de cellules cancéreuses du seifesaganglions lymphatiques et le poumon
(Muller, Homey et al. 2001). En outre, la neutiisn du CXCR4 par des anticorps
spécifiqgues (Muller, Homey et al. 2001) ou I'intibn de I'expression par des siRNA (Liang,

Yoon et al. 2005), diminue la métastase des cslldie cancer du sein. Les myofibroblastes
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associés au cancer du sein produisent des quaimiipéstantes de SDF-1, qui favorisent la
croissance des tumeurs par l'activation de la fénaiion, la survie et l'angiogenése des
cellules cancéreuses (Orimo, Gupta et al. 2005)itro, Les cellules humaines du cancer du
sein MDAMB-435s transfectées avec le plasmide-CXCRMDA MB435S-CXCR?7)
montrent un rdle du CXCR7 dans l'augmentation derlaifération et la survie cellulaire
(Burns, Summers et al. 2006). Dans la méme étddeprit montrés que les cellules
transfectées par le plasmide-CXCR7 adhérent aulelHUVEC (Human Umbilical Vein
Endothelial Cells) plus nettement que les cellitassfectées par le plasmide vide (Burns,
Summers et al. 2006). De plus, cette étude a maopieéel’expression du CXCR7 augmente
par I'activation d’'HUVEC par les TNk-et IL-18 (Burns, Summers et al. 2006). De méme, la
surexpression de CXCR7 augmente la croissance alendes xénogreffes des souris SCID
par les cellules MDA MB435S-CXCRPpar rapport aux souris injectées par les cellul&sAM
MB435s transfectées par le plasmide vide (Miao,drut al. 2007). Dans le modéle animal
de souris injectée par les cellules murines de erada seindT1l, CXCR7 augmente la
métastase des cellules cancéreuses vers le poliiamm (uker et al. 2007). Une autre étude
faite sur 56 échantillons humains du cancer du, seimontré que des niveaux élevés de
CXCR7 vont augmenter les métastases ceérébralesceledes cancéreuses (Salmaggi,
Maderna et al. 2009).

Le cancer du poumon

Burger et al. ont démontré que les cellules alucer bronchique a petites cellu{&CLC)
expriment des niveaux élevés des récepteurs CXER4.outre, ils ont démontré que
I'activation de récepteurs CXCR4 par leur ligandFsDfavorise la migration et I'adhésion
des cellules SCLC aux cellules stromales de la lmoe$seuse par l'intervention de
l'integrine. Plusieurs études ont montré que lept®SDF-1/CXCR4avorise I'adhésion des
cellules SCLC par lintervention et I'activation si@rotéines de la matrice extracellulaire
(ECM) comme la fibronactine, collagéne | et Molécdladhésiomles cellules vasculaires 1
(VACAM-1) (Burger, Glodek et al. 2003; Hartmann, Bar et al. 2005; Burger and Kipps
2006). Alors que l'inhibition du récepteur CXCR4r fantagoniste T140 diminue I'adhésion
cellulaire des cellules SCLC (Hartmann, Burger €2@05).

Ainsi, les cellules du cancer bronchique non atgeicelluleCBNPQ peuvent également
exprimer CXCR4. Su et al. ont constaté que I'exgiorsdu CXCR4 est corrélée positivement

avecle potentielinvasif/métastatique de ces candersitro etin vivo, ce qui suggéere que le
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mouvement des cellules CBNPC vers les autres osgdéygend des niveaux d’expression de
ce récepteur (Su, Zhang et al. 2005). Une étudemtrén que I'hypoxie (une oxygénation
insuffisante) et le facteur de croissance épidemmigEGF) sont capable d'induire une
importante augmentation du taux d'expression deptears CXCRA4 par les cellules NSCLC
par laugmentation d’expression HtF- (hypoxia inducible factor-1) via le voie
PISK/PTEN/AKT/mTOR (Phillips, Mestas et al. 2005).

Le récepteur CXCR7 est détecté dans des édbastihumains du cancer du poumon
(Miao, Luker et al. 2007). CXCRY7 est exprimé dassdellules vasculaires endothéliales des
échantillons humains deancerdu poumon (Miao, Luker et al. 2000XCR7 est également
détecté a la surface des cellules cancéreuses eaudno poumon (LLC : Lewis lung
carcinoma cell lines). L’inhibition du CXCR7 par glesiRNA ou par des
antagonistes(CCX754) dans les cellules LLC, ab@utine diminution de la croissance de la
tumeur par rapport au contréle (Burns, Summerd. 2006; Miao, Luker et al. 2007). Ces
données démontrent que CXCR7 posséde des proppéiésimorales dans le cancer du
poumon. Récemment, des études sur des pat#teiats d'un CPNPC astadel, montrent
gue I'expression du récepteur CXCR4 et CXCRY7 dtiibiis récidives meétastatiques apres une
opération sont significativement plus élevé quezateux sans récidives. Ce qui suggere que
les récepteurs CXCR4 et CXCR7 augmentent les r@asdinétastatiques du CPNPC (lwakiri,
Mino et al. 2009).

Le cancer pancréatique

Le couple SDF-1/CXCR4 joue un réle importantglnprogression du cancer du pancréas
grace a son réle dans la migration cellulaireagigiogenése tumorale (Marchesi, Monti et al.
2004). L'expression de SDF-1 est indétectable dantes les lignées cellulaires examinées
du cancer du pancréas, en revanche I'expressi@béiel a été identifiee dans tous les tissus
du cancer du pancrédd'ou I'hypothese émise par le groupe de Gao efja. SDF-1 exerce
sa fonction par un mécanisme paracrine (Gao, Waral. 010). Bien que la fonction du
récepteur CXCR7 dans le cancer pancréatique resdtétadiée, une étude récente montre que
les patients avec CXCR7high/CXCR4high ont un tagsudvie a 5 ans et une survie globale
des patients plus courtes que les patients avecRaXW / CXCR7low (Marechal, Demetter
et al. 2009).
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Le cancer de 'ovaire

Dans le CEO, plusieurs études ont montré le cfdé de la chimiokine SDF-1 et son

récepteur CXCR4 dans la réponse anti-tumorale.

Les cellules épithéliales tumorales exprimentefnent SDF-1 ce qui induit un recrutement
des cellules dendritigues plasmacytoides fonctibemeCD2s qui expriment son récepteur
CXCR4. Une accumulation de cellules CD2s dansuegetirs épithéliales de l'ovaire ainsi
gue dans l'ascite associe a été montrée (Zou, Macle al. 2001). De plus, SDF-1 protege
les cellules CD2s de l'apoptose. Les cellules Cp&sentes dans le microenvironnement
tumoral induisent une production importante d’IL-p@r les cellules T qui supprime les
fonctions effectrices des lymphocytes T spécifiques tumeur induits par les cellules
dendritiques myeéloides (CD1). Ce qui suggere que-Sbontribue a réduire la réponse anti-
tumorale en favorisant le recrutement de cellulB2€ Une autre étude a montré que SDF-1
(avec VEGF) augmente la survie et la migration demcrophages dans le CEO. Les
macrophages associés aux tumeurs peuvent avoileidans la progression tumorale suivant
leur taux d’infiltration. L’IL-10 produite par lesellules tumorales, ainsi que par les
macrophages associés a la tumeur, induit la diftéaéon des monocytes recrutés en
macrophages matures et bloque leur différenciatiers les cellules dendritiques. Ces
macrophages ont un profil M2 : ils sont peu cytajars vis-a-vis des cellules tumorales,
favorisent la prolifération des cellules tumoraletssont de mauvaises cellules présentatrices
d’antigene. lls produisent beaucoup d’IL-10, et plL-12. Ce profil d’expression des
cytokines induit des cellules T de type Th2, qudwisent de I'lL-4, de I'lL-13, de I'lL-10,
ce qui renforce la différenciation vers un phénetit2 des monocytes (Mantovani, Sozzani
et al. 2002). Le déséquilibre dans la distributaes différentes populations de cellules
présentatrices d’antigene dans le microenvironnétaemoral contribuerait a un échappement
tumoral (Zou 2005).

En outre, SDF-1 et son récepteur CXCR4 sontiqupk dans régulation de la prolifération,

la migration et l'invasion des cellules du canaet’ avaire.

Une étuden situ démontre que la présence de SDF-1 et du CXCR4daten& prolifération
et la migration cellulaire par l'activation de laig ERK1/2 et AKT (Porcile, Bajetto et al.
2005). L’activation de la prolifération par SDF-&épnd de la transactivation du recepteur du

facteur de croissance épidermique (EGF). En faithibition de la kinase phosphorylant
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'EGF-R (AG1478), bloque a la fois la prolifératioallulaire par SDF-1alpha et I'activation
du voie ERK1/2 (Porcile, Bajetto et al. 2004).

In vivo, l'inhibition de l'activité du récepteur CXCR4 réd la diffusion par voie
intrapéritonéale de xénogreffes de cancer de Fevai vitro, SDF-1 induit la migration
cellulaire et linvasion des cellules de la tumewarienne (IGROV). Les cellules
meésothéliales du péritoine humain (CMPH) exprimlanthimiokine SDF-1 ce qui crée un
milieu extracellulaire pour la migration des cedsilépithéliales de la tumeur de l'ovaire
(COE) qui exprime le récepteur CXCR4 vers CMPH {f&pa, Shibata et al. 2008). En
outre, des expériences de co-culture, en utili<aMtPH et COE, ont montré une forte
production de SDF-1, ce qui suggére que certactedes tumoraux augmentent I'expression
de SDF-1 dans l'ascite. TGE peut étre un de ces facteurs qui augmente lauptiod de
SDF-1. L'utilisation de I'antagoniste de CXCR4 (ANBDOO) réduit la métastase des cellules
du cancer de l'ovaire. L'antagoniste de CXCR4 cleszsouris NUDE ayant une xénogreffe
du cancer de I'ovaire aboutit & une inhibition dalissémination des cellules tumorales, ceci
suggere le r6le important de SDF-1/CXCR4 dans &gion du cancer de I'ovaire (Kajiyama,
Shibata et al. 2008). La métastase des cellulesrales de I'ovaire se fait au niveau des
ganglions lymphatiques locaux et dans le péritoaogtrairement aux cellules tumorales du

sein qui migrent vers le poumon, le foie et la neekseuse.

Dans une condition d’hypoxie, I'expressionfdateur de croissance vasculaire endothéliale
(VEGF) et I'expression de SDF-1 augmente. Ces dacbeurs vont jouer un réle important

dans I'angiogenese du cancer de I'ovaire (Kryckaekge et al. 2005).

Une étude faite en 2002 par Scotton et al. reamtie le taux de SDF-1 dans l'ascite est lié

directement au stade avanceé de la maladie (Scoitidson et al. 2002).
Tandis que, le réle du CXCR7 dans la tumeuralaire n’est pas encore étudié.

Le couple CXCR4/ SDF-1 joue également un rélesda tumorigenése dans des autres
variétés de cancers tels que le canmmrronale et gliale, le cancer colorectal, le cace

cerveau, le cancer d’cesophage, le cancer du sacgnter du rein (Sun, Cheng et al. 2010)
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V. LA CHIMIOKINE FRACTALKINE (FKN)/CX  3CL1 ET SON
RECEPTEUR, CX;CR1

IV.1. GENERALITES A PROPOS DE LA CHIMIOKINE FRAC TALKINE (FKN)

IV.1.1. Historique et caractéristique de laractalkine (FKN)

La chimiokine CXCL1, plus communément appelée fractalkine (FKN}t& identifiée
chez 'hnomme par I'équipe de Bazan en 1997 (BaBacon et al. 1997) . La neurotactine,
’homologue murin de la FKN, a été clonée a patfune lignée de cellules de plexus
choroide (Pan, Lloyd et al. 1997). La chaine prptéide la FKN est hautement conservée
entre 'humain et la souris (Rossi, Hardiman et1898). La FKN possede les 4 cystéines
conservées qui signent son appartenance a la éadet chimiokines. Cependant, les deux
premieres cystéines sont séparées par 3 AA. Cd pariinet de classer la FKN dans une
guatrieme sous-famille de chimiokine, les X ou &6 chimiokine dont elle constitue
aujourd’hui encore le seul membre. Alors que lausége peptidique de la plupart des
chimiokines ne dépasse que rarement les 100 AAEKIH se compose de 373 AA qui
constituent 4 domaines (Bazan, Bacon et al. 199gu(e 23):

- Les 76 premiers acides aminés forment le domelmaiokine contenant le motif
CXsC.

- Un segment de 241 AA constitué de la répétitierld motifs de type mucine, riche
en résidus sérine et thréonine, qui est le siterpiel de glycosylation. Cette tige
mucine possede une forte homologie avec les priy@aes. Cependant, elle ne
possede pas de site d’attachement pour des hépasaligte. Ce domaine mucine a

une longueur de 26nm.
- Un segment transmembranaire de 18 AA hydrophobes
- Un segment intracellulaire de 37 AA.

Au niveau de leur structure tridimensionnelieFKN est formé d’un feuilleh composé de
trois brins antiparalléles et une hélicen position C-terminale (Figure 24).
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La FKN est exprimée sous deux formes: membrangirsoluble. La FKN est la seule
chimiokine avec CXCL16 a exister sous forme memdiranMatloubian, David et al. 2000).
La chimiokine est présentée a la surface membapair un tronc mucine. Un site de clivage
protéolytique extracellulaire a proximité de la nieame (Thr314, Arg315, Arg316, GIn317)
permet a la FKN d’étre clivée et relarguée sousiéosoluble (Bazan, Bacon et al. 1997).

CX3cL

M-terminale M le chimiokine

(1~78)

prom— Tige mucine
olt«wosacchandmms (77~317)
Site dibasigue de clivage

Domaine transmembranaire
(318~336)

Domaine intracellulaire
(337~373)

C-terminale

Figure 23 : Stucture de la FKN(Umehara and Imai 2001).

Fractalkine

Figure 24 : Structure tridimensionnelle de la FKN
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IV.1.2. Site de production de la FKN

La FKN est exprimée au niveau de nombreux orgéele que le ceeur, le rein, la peau, les
poumons, les testicules, le muscle squelettiquesetgeau, les amygdales et les organes
lymphoides secondaires (Legler, Loetscher et &8;18lishiyori, Minami et al. 1998). Dans
le cerveau, les neurones sont responsables dedagtion de FKN (Clark, Yip et al. 2009;
Marchesi, Locatelli et al. 2010). Dans la peau, reules cellules endothéliales, les
mélanocytes, les cellules de Langerhans et lestikécgtes produisent cette chimiokine
(Papadopoulos, Fitzhugh et al. 2000; Sugaya, Nataetual. 2003). La FKN est également
exprimée par les cellules endothéliales, les adlépithéliales et par les cellules dendritiques
matures (Kikuchi, Andarini et al. 2005; Yang, Matgasingh et al. 2007). La FKN est
également détectée dans différents types des tsmguicompris le neuroblastome, le
carcinome hépatocellulaire, le mélanome et la tundeucolon (Marchesi, Locatelli et al.
2010).

IV.1.3. Régulation de I'expression membrana@ de la FKN
La régulation de I'expression de la FKN peutasea plusieurs niveaux : celui du clivage de
la forme membranaire et celui de la néosyntheda BEN (Bazan, Bacon et al. 1997), et elle

peut étre également régulée par I'endocytose (Huamgt al. 2009).

IV.1.3.a. Régulation d’expression membrarade la FKN par le clivage enzymatique

On connait deux enzymes qui entrent dans lagéwe la FKN membranaire: le premier est
le Tumor necrosis factar-converting enzyme, TNEk-converting enzyme (TACE/ADAMs
17) identifié en 2001 par deux equipes (Garton,dhoet al. 2001; Tsou, Haskell et al. 2001)
et le deuxieme appartient a la famille des métatitfimases (ADAM-10) connues pour cliver le
TNF o. Le clivage de la FKN se fait principalement pabAM10/TACE, tandis que
laugmentation de clivage de FKN dans des conditiorilammatoires est principalement
meédié par ADAM17 (Ludwig, Hundhausen et al. 2005i). outre, la protéase lysosomale
cathepsine S peut induire le clivage de la FKN darsas de douleur neuropathique (Clark,
Yip et al. 2007). Il a été également montré quehlerbol 12-myristate 13-acetate (PMA) et le
lipopolysaccharide (LPS) augmentent le clivageadEKN membranaire par I'activation des
enzymes de clivage et surtout TADAM17. Récemmdra, été découvert que I'ionomycine
agissait comme un facteur qui induit rapidementlieage de la FKN membranaire par
I'activation puissante de TADAM10 (Hundhausen, 8lta et al. 2007).
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Il a été montré que I'hypoxie suivi de la récxyation des cellules HUVEC augmente le
clivage de la FKN membranaire. Cette augmentatiorcldvage de la FKN membranaire
aprés une réoxygénation est di a 'augmentatiobadtvation de TADAM10 et ADAM17
(Yang, Mattagajasingh et al. 2007).

Une étude récente sur des cellules neuronaléisates du cerveau du rat a montré pour la
premiere fois que la chimiokine SDF-1 augmentébl@ration de la FKN soluble. L'inhibition
d’ADAM17 par l'inhibiteur GM6001 montre que SDF-Ligmente I'expression et I'activité
d’ADAM17, ce qui augmente le clivage de la FKN meartaire et sa libération sous forme

soluble (Cook, Hippensteel et al. 2010).

Plusieurs inhibiteurs différents des métallopages qui bloquent le clivage ont été
identifiés comme le 10 phénanthroline, le GM60@1G1254023X, GW280264X et le TAP1-
2. Une étude récente a montré que le thiol isoregoasit diminuer le mécanisme de clivage

par le maintien de 'ADAM17 sous forme inactive (&ims, Tape et al. 2010).

IV.1.3.b. Régulation de la synthese ddé-laN
L'expression de la FKN augmente généralement peésence de cytokines pro-
inflammatoires comme I'IL-1, le TNk; le INFg (Ludwig, Berkhout et al. 2002). La
synthese de la FKN est régulée dans différentesstygellulaires, tels que les cellules

endothéliales, les cellules dendritiques et lelsiles épithéliales.

Réqulation sur les cellules endothéliales

La FKN est peu exprimée dans les cellules endatleéli(CEs) normales. Tandis que son
expression augmente de fagcon marquée dans CEséexctipar les agonistes pro-
inflammatoires, tels que le lipopolysaccharideThf-a, le INF+, et l'interleukine-1 (IL-1)
(Imaizumi, Yoshida et al. 2004). TNk-et IL-1 augmentent I'expression de la FKN par la
voie de signalisation NF-kBhuclear factorkappa B, alors que I'INFy utilise la voie JAK-
Stat (Yang, Mattagajasingh et al. 2007). Une étddente sur les cellules HUVEC montre
gue la combinaison des deux cytokines proinflamiregp'INFy et TNFa, jouent un role
dans la régulation postranscriptionnelle de latil&me et induisent la stabilité de TARNmM
de la FKN par l'activation de la voie de signalisatP38MAPK-MAPK-activated protein
kinase-2 (Matsumiya, Ota et al. 2010).
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Yang et al. ont montré que I'hypoxie suivie deréoxygénation des cellules HUVEC
augmente rapidement I'expression de la FKN membmn&ette augmentation de
I'expression de la FKN aprés une réoxygénationi@sta I'activation du facteur nucléaire NF-
kB, qui a son tour régule I'expression de nombr@enes pro-inflammatoires (Yang,
Mattagajasingh et al. 2007).

L’expression de la FKN dans les cellules end@les est inhibée par la forme soluble du
récepteur de I'lL-6-alpha et la 15-désoxy-Delta,14}-prostaglandine J (Imaizumi, Yoshida
et al. 2004).

Réqulation de I'expression sur les cellules dendiiues

Plusieurs études montrent que la FKN est exmrisdr toutes les cellules dendritiques
(CDs) quel que soit le stade de différenciatiorpélelant cette expression augmente chez les
cellules dendritigues matures (CD83+ ou CMH-II+)expression de la FKN par les DCs
immatures est augmentée par des cytokines telleteq@M-CSF et le TGFet ou bien par le
LPS (Papadopoulos, Fitzhugh et al. 2000; Nukiwajakimi et al. 2006).

Réqulation de I'expression sur les cellules épithéles

La forme transmembranaire de la FKN est expriméacipalement par les cellules
epithéliales par exemple les cellules épithélialeda peau, de I'amygdale, du grand intestin
(Lucas, Chadwick et al. 2001) et des poumons (Riohahill et al. 2003). L'INFy augmente
I'expression de la FKN dans les cellules épith&diabronchiques. L’'augmentation de
'expression de la FKN est remarquée chez les miatisouffrant d’asthme (Fujimoto,
Imaizumi et al. 2001; Rimaniol, Till et al. 200&n outre, le TNFe augmente I'expression
de la FKN dans les cellules épithéliales des thudmaux (Chakravorty, Cockwell et al.
2002).

IV.1.3.c. Régulation de I'expression merabaire de la FKN par I'endocytose
Une étude récente montre que I'expression membea de la FKN peut également étre
régulée par I'endocytose. La partie C-terminaléadeKN et I'intervention des deux protéines
clathrine et dynamine sont essentielles pour I'egtise de la FKN, ce qui protéege son
clivage par les métalloprotéases. Ce mécanismeedialisation n’est pas connu chez les
autres chimiokines et il permet & la FKN d’étreckée et garde un équilibre entre leur

compartiment intracellulaire et membranaire. Leclkage intracellulaire de la FKN est
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important, au moment de l'inflammation qui permeedibération rapide de la FKN a la
surface membranaire pour jouer un rdle dans l'adhédes leucocytes (Huang, Su et al.
2009).

IV.2. LE RECEPTEUR DE LA FKN, CX ;CR1

IV.2.1. Historique et caractéristiques

En 1994, Harrison et al. ont caractérisé cheatleine molécule transmembranaire couplée
aux protéines G (RBS11) et possédant les cardajées structurales des récepteurs de
chimiokines (Harrison, Barber et al. 1994). Une énmlus tard, deux groupes distincts
identifient chez ’homme une protéine présentansple 80% d’homologie avec RBS11 et
plus de 40% d’homologie avec les récepteurs aumiokines de type CCR, ils nomment
cette molécule V28/CMKBRLthemokine beta receptor likg {Combadiere, Ahuja et al.
1995; Raport, Schweickart et al. 1995). Ce réceptstiresté orphelin durant deux années
jusqu’a ce que I'équipe de F. Bazan, cherchaneatifier de nouveaux membres de la famille
des C chimiokines, découvre I'existence de la FiBldz@n, Bacon et al. 1997). G3R1 est
constitué de 355 AA. Deux isoformes fonctionnetlesCXCR1 ont été découvertes et sont
obtenues aprés I'épissage alternatif du gene. €aferines different par leur partie N-
terminale plus ou moins longue. Le récepteurs;CR1 et ses deux nouvelles isoformes

montrent la méme activité en ce qui concerne iadiaa la FKN (Garton, Gough et al. 2001).

Les études biochimiques d’interaction desCR1 a son ligand ont montré que la FKN se
lie de facon spécifique avec une tres forte a#iinBon domaine N-terminal contient plusieurs
sites de sulfatations (Fong, Alam et al. 2002), geemple la sulfatation de la tyrosine 14
augmente les capacités de capture et d’adhési@Xg€R1. L'équipe de Harrison a montré
gue les AA K7 et R47 sont essentiels dans la iaG¥;CL1/CX3CR1 (Harrison, Fong et al.
2001). Des mutations de ces résidus diminuent da 80 fois l'affinité pour CXCR1 et

empéchent l'arrét de cellules @XR1+ dans des expériences d’adhésion sous flux.

CXsCR1 a longtemps été considéré comme le seul rageeda FKN. Toutefois une étude
récente montre que la chimiokine Eotaxin/CCL26 p&wé un autre ligand du récepteur
CX3CR1. La CCL26 est un ligand pour le récepteur CCRans les maladies allergiques
CCL26 peut jouer un double réle en attirant lesrahiles via CCR3 et les lymphocytes, les
monocytes et les NK via GER1 (Nakayama, Watanabe et al. 2010).
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IV.2.2. Site de production du récepteur CXCR1

L’ARN messager de GCR1 est retrouvé dans plusieurs organes tels qoeneau et les
poumons, et il est exprimé a des niveaux tres sldaés les leucocytes et plus spécialement
au niveau des neutrophiles, des cellules NK, desogydes et des lymphocytes T CD4+ et
CD8+ (Combadiere, Ahuja et al. 1995; Imai, Hieshietaal. 1997; Foussat, Coulomb-
L'Hermine et al. 2000). C;CR1 est exprimé dans les mastocytes (Papadopdtitbkugh et
al. 2000). Deux équipes ont montré que3;CR1 est exprimé a la surface des cellules
dendritiques matures ou immatures (Jung, Alibertale 2000; Dichmann, Herouy et al.
2001).CX3CR1 est également exprimé par les cellules épitiesli les cellules endothéliales,
les microgliales dans la moelle épinietes cellules satellites des ganglions de la racine
dorsale et par les cellules neuronales (Vergejdditl et al. 2004; Janowski 2009). €OR1 a
éte détecté dans différentes types de cancer, pri®the cancer de la prostate, le cancer du

sein, le cancer du pancréas (Marchesi, Locatedii. ¢2010).

IV.2.3. Régulation d’expression du CYCR1
L’expression du réecepteur @ZR1 augmente dans les cellules monocytaire (THEtyéa
par la cytokine pro-inflammatoire INf-tandis que I'expression du GZR1 ne varie pas

avec la stimulation par TNé&-{Apostolakis, Krambovitis et al. 2007).

Dans les cellules gliales (BV2), le lipopolysaaade (LPS) diminue [I'expression
transcriptionnelle et protéigue du g2R1 (Wynne, Henry et al. 2010). Tandis que, que le
TGHB (transforming growth factor beta) et la cytokirmdi-anflammatoire 1L-10 augmentent
'expression du CYXCR1 (mMRNA et protéine) (Chen, Luo et al. 2002; Kimmand Palmer
2005; Wynne, Henry et al. 2010). En outre, PG&t IL-10 diminue l'activité du LPS
(Kremlev and Palmer 2005; Wynne, Henry et al. 2010)

L’hypoxie augmente I'expression du g2R1 (MRNA et protéine) dans les cellules souches
mésenchymateuses de moelle osseuse (Hung, Pochaet@l 2007).
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IV.3. SIGNALISATION ET FONCTIONS INDUITES PAR LAFK N

La signalisation induite par la FKN sur €2R1 engendre une multiplicité de signaux,
variant selon la forme de la FKN et selon leur\aigibiologique (Figure 25) (White and
Greaves 2009).

Figure 25 : Fonction de la forme soluble et membraaire de la FKN

(White and Greaves 2009).

Sous sa forme soluble, la FKN a une puissanteitécchimiotactique qui permet le
recrutement des cellules exprimant le récepteusGR4 aux sites d’inflammation par
l'activation de différentes voies de signalisatiop88 MAPK, JNK, ERK1/2 et AKT
(Klosowska, Volin et al. 2009). De plus, la FKN wale peut encore elle-méme augmenter le
pouvoir d’adhésion des leucocytes par 'augmentatle I'expression de I'lCAM-1 (Inter-
Cellular Adhesion Molecule 1) en activant le voie dignalisation JAK-STATS5 (Yang,
Mattagajasingh et al. 2007). La FKN soluble pewgsainduire’adhésion des monocytes a la
fibronectine par l'activation des voies de sigratiisns SAPKs, ERKs et PI3Ks (Cambien,
Pomeranz et al. 2001) et elle peut aussi induaghésion des monocytes a I'lCAM-1 par
l'intervention des voies de signalisation JAK etASb (Yang, Mattagajasingh et al. 2007).
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Chez le rat, Perros et al., ont montré que la FidNilde augmente larolifération des
cellules musculaires lisses de l'artére pulmon@#SMC) (Perros, Dorfmuller et al. 2007).
Une étude récente, montre le rplelifératif etanti-apoptotique de la FKN dans lesellules
musculaires lisses humaines de l'artéere corondiEASMC), ces deux effets sont médiés par
les signalisations cellulaires induites par le péeer du facteur de croissance épidermique
(EGFR) (White, Tan et al. 2010). L'effet proliféifatie la FKN dépend de I'activation de
voies pERK et ou de I'activation la voie PI3K viadtivation de EGFR. Tandis que I'effet
anti-apoptitique de la FKN dépend seulement deola de signalisation PI3K qui est active
par 'EGFR (Figure 26) (White, Tan et al. 2010)u$téurs études, ont montré que les
fonctions induites par la FKN soluble citées cigles dépendent des signaux couplés a
I'activation des protéines G d'ou la libération @& " intracellulaire. Le chimiotactisme,
'adhésion cellulaire, la prolifération et I'eff@inti-tumoral induits par la FKN soluble sont
inhibés ou réduits par la toxine Pertussis PTX,agtiun inhibiteur de la protéine G (Yang,
Mattagajasingh et al. 2007; Klosowska, Volin et28l09; White, Tan et al. 2010).

Sous sa forme membranaire la FKN est une ma@tatihésion qui favorise la rétention
des monocytes et des lymphocytes T dans les tidses, Hieshima et al. 1997; Fong,
Robinson et al. 1998; Combadiere, Potteaux et0@I32Lesnik, Haskell et al. 2003; Schwarz,
Pruessmeyer et al. 2010). Cette adhésion s’effggueine interaction de forte affinité entre
le module chimiokine de la FKN et GBR1. La tige mucine n’interagit pas directementcave
le récepteur mais parait essentielle pour la fonatfadhésion. En outre, 'adhésion médiée
par la FKN est indépendante de la signalisation lparprotéines G et ne passe pas par
I'activation des intégrines leucocytaires. En eftetite fonction est préservée lorsque le motif
DRY de couplage aux protéines G de sCR1 est muté (Haskell, Cleary et al. 1999;
Schwarz, Pruessmeyer et al. 2010) et en préseantiabrps d’intégrines (Fong, Robinson et
al. 1998; Haskell, Cleary et al. 1999). Puisque Bait que les sélectines interagissent avec un
domaine mucine porté par leurs ligands (MadCAM, G&W), la FKN possédant un tel
domaine pourrait interagir non seulement avec goepteur, mais aussi avec les molécules
de la famille des sélectines participant activenzetiétape de roulement (Haskell, Cleary et
al. 1999). Deux études récentes, ont montré gkl membranaire peut jouer encore un
réle dans lerecrutement leucocytaires (Andrzejewski, Koelsch et al. 201@&hw8arz,

Pruessmeyer et al. 2010). La premiere étude mooiede recrutement des leucocytes par la
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FKN membranaire humaine est médié par le domain& @R C-terminal du récepteur
CX3CR1. En outre, le recrutement des leucocytes aghenté sous l'activité d’ADAM10
(Schwarz, Pruessmeyer et al. 2010). La deuxiendeéhontre que la partie extracellulaire de
la FKN est responsable du recrutement cellulaic®pendamment de la partie C-terminal

(Andrzejewski, Koelsch et al. 2010).

Proliferation  Anti-apoptosis

Figure 26 : les voies de signalisations cellulairede la FKN impliqués dans la prolifération et I'ant-
apoptose des cellules musculaires lisses humaines dartére coronaire (HCASMC) Abbreviations:
AZ1220¥.AZ12201182 (inhibiteur de CX3CR1), PTX=pssig toxin (inhibiteur du protein G), U01226
(inhibiteur de MEK), MP=metalloproteinase, EREG=iregulin, EGFR= epidermal growth factor receptor,
EGFR Ab= EGFR anticorps, AG1478 (inhibiteur de EGHR/294=LY294,002 (inhibiteur de PI3K) (White,
Tan et al. 2010).

Les deux groupes Fong et al., 1998 et Haskell. e1999, ont décrit les caractéristiques de
'adhésion médiée par la FKN membranaire (Fong,ifkan et al. 1998; Haskell, Cleary et
al. 1999) (Figure 27):
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- L’étape de roulement, nécessaire a I'adhésionalemtytes aux intégrines n’est plus
requise en présence de FKN

- La capture des leucocytes est trés rapide <60setlindes

- Stable dans le temps >10 minutes

- Stable au niveau des vaisseaux soumis a une fa@$sipn sanguine comme c'est le
cas dans les vaisseaux des glomérules du rein |easteres pulmonaires et dans les
arteres coronaires. Dans le cas d’inflammation eau de ces sites, la pression
sanguine ne permettant pas le recrutement cebulaa les interactions de faibles
affinités entre les sélectines ou les intégrinescdeurs ligands, seule la FKN serait

capable de médier une adhésion des leucocytexrapgiable (Feng et al., 1999).

Pas de roulement
Capture rapide < 60 msec

Stable dans le temps > 10 minute

Figure 27 : L’adhésion cellulaire des leucocytes pda fractalkine membranaire

(Umehara, Bloom et al. 2004).
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IV.4. L'EFFET DE L'INVALIDATION DES GENES CODANT POUR LA FKN ET
POUR LE RECEPTEUR CX3CR1

Les souris invalidées pour le géne codant paufdN et/ou pour C3CR1, montrent un
réle important du couple FKN/GKR1 dans des différentes maladies inflammatoires
(Umehara, Bloom et al. 2004).

L’inactivation du géne codant pour le récept@X;CR1 et pour la FKN suggére une
implication importante de ce couple dans l'athékrsse. En effet, I'invalidation de ces
génes entraine une réduction de la lésion athérasicjue par la diminution du recrutement
des monocytes et des cellules dendritiques (Corabad?otteaux et al. 2003; Lesnik, Haskell
et al. 2003; Liu, Yu et al. 2008; Saederup, Chaail.€2008).

Le récepteur C3CR1 est aussi impliqué dans les rejets de grefiediarjues. L'absence de
CX3CR1 diminue l'infiltration des cellules dendriticgiet des leucocytes, essentiellement les
cellules NK et les macrophages sur le site de ddf@gret augmente le temps de survie du
greffon (Haskell, Hancock et al. 2001; Ueno, Tanetkal. 2009).

Les souris déficientes pour le géne ;CR1 présente une perturbation de l'activité des
cellules gliales. Cette perturbation est le résuls secrétions de molécules neurotoxiques
par les cellules gliales. Cette étude montre qu&K&l a un rble neuroprotecteur dans
différentes maladies neuronales par la réductiosédection neurotoxique (Cardona, Pioro et
al. 2006).

Dans certains types de tumeurs,sCR1 peut jouer rble anti-tumoral. Les souris défités
pour le géne C3CR1 favorisent le développement du cancer du poupaona réduction de
recrutement des monocytes et des cellules NK d@eg simoraux (Yu, Fong et al. 2007).

IV.5. ROLES DU COUPLE FNK/CX3CR1 DANS CERTAINES PATHOLOGIES

La FKN et son récepteur GER1 sont impliqués dans la pathogenése des ditesen
maladies inflammatoires (D'Haese, Demir et al. 20¥insi, la fractalkine favorise la
migration des lymphocytes T et des monocytes \aggissus inflammés (Klosowska, Volin
et al. 2009; Andrzejewski, Koelsch et al. 2010) sld@m cas de certaines maladies auto-
immunes (maladie de Crohn, polyarthrite rhumatoibégss, Brand et al. 2005; Blaschke and
Muller 2008), a I'athérosclérose (Combadiere, Ratteet al. 2003), a l'insuffisance rénale

(Durkan, Alexander et al. 2007) aux allergies (hase) (Bisset and Schmid-Grendelmeier
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2005) ou a I'hypertension pulmonaire (Balabaniapnudsat et al. 2002). Le récepteur
CX3CR1 est considéré comme un co-récepteur d’entréas gertaines souches du VIH
(Combadiere, Salzwedel et al. 1998; Becker 200W)si€urs études ont montré le réle
important de la FKN dans les différents types deceg comme le cancer du pancréas, du

sein et de la prostate (D'Haese, Demir et al. 2010)

IV.6. LE ROLE DU COUPLE FKN/CX 3CR1 DANS LA TUMORIGENESE
La FKN a des effets paradoxaux dans les tuméilies peut jouer deux rbles différents: un
réle anti-tumoral dans certains types de tumeutsadle pro-tumoral dans d’autres types de

tumeurs (D'Haese et al. 2010).

IV.6.1. La FKN et les effets anti-tumoraux
La FKN renforce I'effet anti-tumoral par deux ca@ismes immunitaires: le recrutement des
cellules NK (immunité innée) et le recrutement tgaphocytes T (immunité adaptative).
Ainsi, la présence d'une concentration locale éedé la FKN semble avoir un effet
protecteur contre la croissance tumorale dansioeg@aumeur (tumeur du poumon, tumeur du

colon, neuroblastome...) (Marchesi, Locatelli e28l10).

L’injection sous cutanée dans des souris delleslimurines deancer du poumon (3LL)
ou du lymphome (EL4) transfectées par la plasmide-FKN induisent uneonge anti-
tumorale importante. Cette réponse est consécative fort effet chimioattractant pour les
cellules NK aux sites tumoraux (Guo, Chen et a03®0.avergne, Combadiere et al. 2003).
Une étude & été faite sur des souris déficiente€EXCR1 (CX%CR1I") injectées par des
cellules du mélanome B16-F10 dans la veine de &ugules résultats montrent que ces
cellules tumorales métastasent vers le poumonaheer du poumon est plus développé chez
les souris déficientes en @ZR1 a cause de la réduction du recrutement desaytasoet des
cellules NK aux sites tumoraux (Figure 28) (Yu, @t al. 2007). Chez les souris, I'injection
intra-tumorale par un vecteur adénoviral conted&m@Nc de la FKN murine (AdFKN) ou
par les cellules dendritiques avec une surexpressie FKN (cellules dendritiques
transfectées par AAFKN), ont été capables de suppria croissance tumorale des cellules
cancéreusedu colon et du mélanomeCet effet anti-tumoral est expliqué par 'augmebotat
du recrutement des cellules NK et des lymphocyt€D8" et CD4 aux sites tumorauXin,
Kikuchi et al. 2005; Nukiwa, Andarini et al. 2006).
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Figure 28 : la tumeur du poumon chez les souris diéfentes en CX3CR1 (CX3CR1)

(Yu, Fong et al. 2007).

Chez les patients atteints clrcinome hépatocellulaire,une expression élevée de la FKN
et de son récepteur GBR1 est associée a moins de récidives hépatiquasuatmeilleur
pronostic (Matsubara, Ono et al. 2007). En ourérdnsfection de lignée MM45T.Li (cellule
murine de cancer hépatocellulaire) avec le vectBexpression de la FKN conduit a la
suppression de la croissance tumorale grace a épunse spécifique de la tumeur aux
cellules T (les cellules T CD4, et CD8). Au vu @ observations, la FKN pourrait étre une
cible de la thérapie génique dans I'immunopréventio cancer (Tang, Hu et al. 2007).

La FKN et son récepteur GER1 sont exprimés par plusieurs lignées cellulagtes
neuroblastome L’expérience sur la souris, montre l'effet antivioral de la FKN par la
diminution de la croissance et de la métastaseaderheur. Dans cette étude, l'effet anti-
tumoral de la FKN a été amplifié en ciblant IL-2(, Jiang et al. 2005).
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IV.6.2. La FKN et les effets pro-tumoraux

Dans certaines tumeurs, la FKN est associée alusi grand potentiel métastatique, a
'angiogenése et a un risque de récidive. Les ffeb-tumoraux de la FKN seraient la
conséquence de l'adhésion et de la migration diegesecancéreuses (exprimant le récepteur
CX3CR1) vers les organes qui produisent de la FKN@el(la moelle osseuse, le cerveau...).
L'effet pro-tumoral de la FKN a été étudié dandatdénts types de tumeurs (tumeur du sein,
tumeur de la prostate...) (Figure 29) (D'Haese, Danil. 2010; Marchesi, Locatelli et al.
2010).

Metastasis

' __ Peripheral ‘(\
i _ﬁ% 1 ’ - ;

tumors

= Glioblastoma cell

® CX3CL1
M cx3cr1

Figure 29 : Les différentes tumeurs expriment le réepteur CX3CR1, ainsi que les
organes ou les tissus qui sont le site de localiget secondaire de la tumeur

(Marchesi, Locatelli et al. 2010).

Shulby et al., ont mis en évidence pour la péeenfois I'expression du récepteur §OR1
par les cellules humaines dancer de la prostate, alors que la FKN est exprimée par les
cellules endothéliales de la moelle osseuse ebdEblastes différenciés. La FKN semble
étre impliqguée dans l'adhésion des cellules canmsésede la prostate aux cellules

endothéliales de la moelle osseuse. Cette étudérengue les cellules PC3-ML (cellules de
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cancer de la prostate) vont migrer vers les oséstdd qui produisent de la FKN soluble
(Figure 30). La FKN favorise la survie des cellubescéreuses de la prostate via PI3K/AKT
(Shulby, Dolloff et al. 2004). Une étude récententm® que l'expression du GER1
augmente dans le cancer de la prostate ce quiigaveur adhésion et leur migration vers les
cellules endothéliales de la moelle ossensavo et in vitro (Jamieson, Shimizu et al. 2008).
En outre, cette étude montre que I'androgéne (ddigdtostérone) favorise la stimulation des
métalloprotéases qui a leur tour augmentent ladiimn de la FKN soluble par les cellules de
la moelle osseuse. Par conséquent, l'inhibitiomaepteur d’androgene réduit le clivage de
la FKN et les métastases des cellules cancérewsda grostate vers la moelle osseuse
(Jamieson, Shimizu et al. 2008). Une étude récanteontré que la récidive tumorale du
cancer de la prostate est associée a une exprésgiortante de la FKN membranaire. Ce qui
suggere que la FKN augmente la récidive tumoraleasheer de la prostate, a l'inverse de son

réle au niveau du carcinome hépatocellulaire exglig-dessus (Blum, Koyama et al. 2008).

. Prostate cancer cells

C:) Bone cells
I CX3CR1

g Membrane-associated
fractalkine

¥ Soluble fractalkine

Figure 30 : La migration des cellules cancéreuse®da prostate exprimant le récepteur
CX3CR1 vers les ostéoblastes qui produisent de la FK$dluble

(Jamieson, Shimizu et al. 2008)
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Une étude récente montre I'expression de la Fdnbranaire et son récepteur LR1
dans des échantillons dgiome humain. L'expression de la FKN dans cette tumedr es
positivement corrélée avec les stades avancés tlemleur, tandis qu’elle est inversement
corrélée avec la survie des patients (Erreni, 8slat al. 2010).

Une autre étude chez I'humain, montre que la BidNble favorise les métastases osseuses
du neuroblastomepar 'activation de la voie ERK1/2 et AKT. Les agls du neuroblastome
expriment le récepteur GKR1, ce qui joue un rble important dans la migratie ces
cellules vers I'endothélium de la moelle osseusepguduit de la FKN (Nevo, Sagi-Assif et
al. 2009).

Chez les patientes atteintesaduncer du sein il a été prouvé que I'expression du OR1
joue un réle important dans les métastases deslaeltancéreuses du sein vers le cerveau
(Andre, Cabioglu et al. 2006). Dans la lignée dacea du sein MCF-7, la cytokine pro-
inflammatoire TNFe. augmente I'expression du récepteur sCR1, ce qui favorise la
migration des cellules MCF-7 vers les organes qadpise de la FKN, surtout le cerveau.
Ainsi, la neutralisation du récepteur €CR1 par des anticorps spécifiques, diminue la
migration des cellules MCF-7 (Valdivia-Silva, FranBarraza et al. 2009).

La FKN recombinante favorise la migration etdhésion des cellules humaines
d’adénocarcinomes pancréatique$ADCP) par I'activation de la protéine G et detégrine
B. In vivo, chez la souris, les cellules de TADCP qui surerpnt le récepteur GGCR1 vont
infiltrer les sites des nerfs périphériques quidpiisent de la FKN. Chez les patients atteints
d’adénocarcinome pancréatique, une expression eleie CXCR1 est associée a une
récidive tumorale plus rapide et a une infiltratéri-neurale de I'ADCP (Marchesi, Piemonti
et al. 2008).
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La FKN peut également jouer un réle dans |'aggn@se et la carcinogenesecducinome
hépatocellulaire L'inhibition de I'expression de la FKN dans lagiiée de carcinome
hépatocellulaire(HepG2) par des siRNA supprime la migration, la ipEchtion et la
différenciation des cellules HUVEC (Li, Wang et 2010).

La FKN membranaire peut €galement jouer un dales I'angiogenese duélanome Les
cellules du mélanome B16-FO expriment largemenEHdN membranaire. Chez la souris,
l'inhibition de I'expression de la FKN par des siRMst a l'origine d’'une réduction de la
croissance tumorale, qui est corrélée a la dinbnutie I'angigogenése des tumeurs (Ren,
Chen et al. 2007).
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V. LE GLUCOCORTICOID-INDUCED LEUCINE ZIPPER (GILZ)

V.1. CARACTERISTIQUES GENETIQUES ET PROPRIETES BIOCHIMIQUES

Le Glucocorticoid-induced Leucine Zipper est pmetéine intracellulaire de 137 AA chez
les souris (MGILZ) et de 135 AA chez 'humain (h@)l. et d’environ 17 KDa. Le géne
MGILZ a été isolé en 1997 par analyse soustraaiVeRNmM messagers (ARNm) de
thymocytes murins traités ou non par le déxaméttmg®EX), un glucocorticoide (GC)
synthétique (D'Adamio, Zollo et al. 1997). La sémee du gene humaine a été publiée en
2001 (Cannarile, Zollo et al. 2001). Une homoladge89% avec 'ARNm dgilz murin a été
trouvée, soit 97% d’homologie dans la région coglahe gene est organisé en 3 exons

positionnés dans le locus q22.2 du chromosome X.

D’un point de vue structural, GILZ possede umdme «eucine zipper (LZ) » situé entre
les leucines 76 et 96. Il s’agit d'un motif struetud’interaction protéique et d’interaction
directe avec I’'ADN, consistant en une hélice alphghipathique. Cette hélice, qui contient
des leucines répétées régulierement (tous lesdusdsest capable d’interagir fortement avec
la méme hélice d'un autre monomere, forment ainse lissiere. Il a été montré

expérimentalement que GILZ formait des homodiméviittelstadt and Ashwell 2001).

La protéine GILZ appartient a la famille TSC HpSstimulated clone) des protéines zipper.
GILZ est appelé également Transforming Growth Hagtb stimulated clone 22 Domaine
(TSC-22D3) car il présente une grande homologiec des membres de la famille des
protéines TSC-22D (TSC-22, TSC-22 homologous geoe-THG-1, delta sleep inducing
peptide immunoreactive peptide ou DIP, KIAA0669prsighted ou shc, et le Drosophila-
bunched gene), par le motif structural appelES& box (Tuberous Sclerosis Complex
box) », et en particulier par son domaine leucine zipm¢ avec lesquels il pourrait
s’hétérodimériser avec les autres membres de ldldates protéines leucine zipper (Ayroldi
and Riccardi 2009).

GILZ est caractérisé par une régiiche en résidus prolineen position C-terminale qui
interagirait avec des protéines a domaines SH3H8mology domain) et avec NF-kB. Des
sites consensus potentiels de phosphorylationgpaadéine kinase Il (CKIl) (Thr 8, Ser 88,
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Ser 114), par la PKC (protéine Kinase C) (Ser &®isi qu’un site consensus de glycolysation
(Asparagine 19) ont été décrits (Figure 31) (Catmatollo et al. 2001).

Interaction Interaction avec NF-kB
Interaction avec AP-1, Raf-1 Avec Ras Dimérisation et avec le domaine SH3
> < > < > < >
T8 N19 S35 S88 S114

? ? PP D?D P
S -

1 58 76 96 135
Sites potentiels de phosphorylation par la CKII Sites potentiels de phosphorylation par la PKC
? Sites potentiels de glycosylation ? Autres potentiels de phosphorylation

Figure 31 : Structure de la protéine GILZ humaine.

Soundararajan et al. ont caractérisé trois reuwésoformes de GILZ. Ces isoformes sont
produits des épissages alternatifs de gene GlLZinmet appelée selon l'ordre de leur
découvert GILZ1 a 4. GILZ1 correspond variant aradide 137 AA rapporté par D’Adamio
et collaborateurs en 1997 (D'Adamio, Zollo et &97). Les autres variants GILZ2, GILZ3 et
GILZ4 ont, respectivement, une séquence protéigue0d AA, 43 AA et 80 AA (Figure 32)
(Soundararajan, Wang et al. 2007).
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Protein Isoform
length designation

1 41 58 111 125 137
137 AA GILZ1

— sz S
T s e
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Figure 32 : Structure des 4 isoformes de GILASoundararajan, Wang et al. 2007).

Une étude récente a caractérisé une nouveli®ise murin de GILZ, appelé Long-Gilz (L-
GILZ). L-GILZ est une protéine de 234 Advec un poids moléculaire de 28 KDa. GILZ1 et
L-GILZ different par leur partie N-terminale (FiguB3) (Bruscoli, Donato et al. 2010).

40 137
| 60 76 97
N4 [ m('[ LZ |  PER LC GILZ 1
N- I'SC LZ ] PER LC L-GILZ
157 173 194
137 234

Figure 33 : Structure de isoforme L-GILZ (Bruscoli, Donato et al. 2010).
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V.2. SITES DE PRODUCTION DE GILZ ET REGULATION DE SON
EXPRESSION

GILZ s’exprime de maniére constitutive dans demhreux tissus murins et humains
(Ayroldi and Riccardi 2009). Dans les cellules h@paiétiques, GILZ est exprimé dans la
moelle osseuse, les cellules souches CD34+, lepHgaytes B et T, les monocytes et les

granulocytes (Cannarile, Zollo et al. 2001).

GILZ est également exprimé de maniére industern expression est rapidement augmentée
par les glucocorticoides (GCs) dans les thymocgtdes lymphocytes T murins (Riccardi,
Cifone et al. 1999), dans les cellules épithélialsnchiques humaines (Eddleston,
Herschbach et al. 2007) et dans les cellules ssuti@gsenchymateuses (Shi, Shi et al. 2003).
De plus, GILZ est induit par les GCs et I'interl@uk 10 (IL-10) dans les mastocytes humains
(Godot, Garcia et al. 2006), par les GCs et liletgtine 15 (IL-15) dans les NK (Perez,
Mahaira et al. 2005), par les GCs, I'erythropoi€tpo), et par SCFsfem cell factgrdans
les progéniteurs érythroides primaif&®lbus, Blazquez-Domingo et al. 2003), par les GCs
l'IL-10 et TGF (transforming growth factof) dansles cellules dendritiques humaines
(Cohen, Mouly et al. 2006). Récemment, il a été tidogque GILZ était induit par les GCs
dans les cellules embryonnaires de I'hypophyse aidep et qu'il régulait I'expression de
certaines hormones hypophysaires (Ellestad, Malkieet al. 2009). En 2010, Bruscoli et al.
ont montré que lI'expression de GILZ et de L-GlLAhsaugmentées par les GCs dans la

lignée cellulaire musculaire C2C12 (Bruscoli, Danet al. 2010).

Bien que l'augmentation de I'expression du GHatt le plus souvent régulée par les GCs,
plusieurs études ont rapporté une augmentationptésgion du GILZ en absence de GCs.
GILZ est induit par déprivation en IL-2 dans lemfyhocytes T (Asselin-Labat, David et al.
2004), par les minéralocorticoides dans les callalgithéliales rénales (Cannarile, Fallarino
et al. 2006), par IL-10 dans les macrophages mBesebi, Bruscoli et al. 2003) et dans les
cellules endothéliales humaines (Gleissner, Zastmiwal. 2007). La vasopressine et
'aldostérone (AL) stimulent son expression darsdellules épithéliales isolées dgns de
mammiféres (Soundararajan, Zhang et al. 2008 augmentation de I'expression de GILZ
en réponse aux cestrogenes a été rapportée ddighées cellulaires humaines de cancer du
col de l'utérus Hela, dans les cellules tumoraksicales et dans les cellules embryonnaires
humaines de rein (Tynan, Lundeen et al. 2004).
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Par ailleurs, I'expression de GILZ est diminaias les lymphocytes T activés par un anti-
CD3 (Ayroldi, Migliorati et al. 2001) et dans leslitles épithéliales bronchiques humaines
par les cytokines inflammatoires, IL-1, TNiFet INF+ (Eddleston, Herschbach et al. 2007).
Dans une étude récente, il a été montré que I'bib de la voie PISK/AKT, par un
inhibiteur pharmacologique, dans une lignée deulssdlde myélome multiple entrainait une
augmentation de I'expression de GILZ (Grugan, Male2008). Cependant le mécanisme par
lequel la voie PI3K/AKT inhiberait GILZ n’a pas éfécrit.

Le clonage et la caractérisation du promoteundin deGILZ ont permis d’identifier des
sites pouvant jouer un role clé dans sa régulafisselin-Labat, David et al. 2004). Ce
promoteur contient une boite TATA en amont du giieitiation de la transcription (+1), cing
Glucocorticoid responsive elements (GRES), tro&snénts de réponse au nuclear factor of
activated T cell (NFAT), trois sites de liaison daxteurs de transcription forkhead appelés
Fork Head Responsive Element (FHRE), des sitesaikoh pour STAT6, OCT-1, c-myc
(Asselin-Labat, David et al. 2004), cyclic AMP resge elements-binding protein (CREB)
(Tynan, Lundeen et al. 2004).

V.3. FONCTIONS DE GILZ

GILZ a été surtout étudié dans le systeme imtaurgiou il joue un réle dans la tolérance
immunitaire et dans la survie des lymphocytes Exkrce ses effets en agissant comme un
régulateur de I'expression génique. En effet, Gihddule I'expression d’'un certain nombre
de génes qui peuvent intervenir dans la réponse-@all Receptor (TCR), dans la réponse

anti-inflammatoire/immunosupressive et dans laisurellulaire.

V.3.1. Propriétés biochimiques de GILZ
GILZ se comporte comme un régulateur de I'expresgiénique, soit en interagissant
physiquement avec des facteurs de transcriptiommmiF-kB, Activated Protein-1 (AP-1)
ou avec des molécules de la signalisation telsRpsou Raf (Figure 34), soit en se fixant a
I’ADN au niveau des éléments de réponse CAAT/enbiabinding protein (C/EBP) (Ayroldi
and Riccardi 2009).

En 2001, Ayroldi et al. ont montré pour la prémifois que la protéine de la signalisation
NF-kB qui ne posséde pas de domaine leucine zippen-LZ » a été retrouvée associée a

GILZ. GILZ interagit avec la sous-unité P65 du &ot de transcription NF-kB (Ayroldi,
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Migliorati et al. 2001). La caractérisation parsigite de I'interaction GILZ/NF-kB a révéléee
que les 29 premiers acides aminés de la régioe echproline (AA 98-127) en position C-
terminale sont importants pour une transrépresiantionnelle de NF-kB et que les AA
121-123 sont nécessaires pour la liaison GILZ/NFRBMarco, Massetti et al. 2007). Ces
études ont montré que GILZ exerce un effet inhibitgur NF-kB. GILZ interagit avec NF-
kB, le séquestrant ensuite dans le cytoplasméhiétant sa translocation nucléaire et donc son
activité transcriptionnelle de certains facteurs-imflammatoires (exemple Rantes, MiP-
TNF-0, Bcl-xl, COX-2). Ce qui suggére que linteractiole GILZ/NF-kB aboutit a une

réponse anti-inflammatoire/immunosuppressive.

D’autres études, ont montire vivo que GILZ interagissait par sa région N-terminaleca
les composants du facteur de transcription AP-Eps-et c-Jun (Mittelstadt and Ashwell
2001), inhibant ainsi leur liaison a 'ADN et leactivité transcriptionnelle. GILZ agit
également en amont de la voie d’activation d’ARef, interagissant avec Raf-1 dans les
thymocytes murins traités par la DEX (Ayroldi, Zokt al. 2002). Cette interaction de type
protéine-protéine impliquant les premiers 60 AAlaeégion N-terminale de GILZ inhibe la
phosphorylation de Raf-1 (Ayroldi, Zollo et al. Z)0DRécemment, cette interaction GILZ/Raf
a été étudiée plus en détail apres la constatdiiore interaction de GILZ avec Ras (Ayroldi,
Zollo et al. 2007). Les résultats de cette étugpadent que GILZ interagit principalement
avec un Ras activé, par I'intermédiaire de sa regisC box ; cependant Ras, Raf, et GILZ
peuvent former un complexe ternaire (interactioyspilogique), dans les lymphocytes T
primaires de rate et dans les thymocytes, et @dofarimation dépend de I'état d’activation de
Ras. En effet, GILZ se lie a Raf lorsque Ras nmpest activé ; mais quand l'activation de Ras
augmente, l'affinité de Raf pour Ras est plus ingrte que celle de Raf pour GILZ, et en
méme temps l'affinité de GILZ pour Ras augmenten®tes niveaux d’activation de Ras
peuvent réguler les hétérodiméres GILZ/Ras et (QRaf/mais également le complexe
trimérique Ras/Raf/GILZ. De plus, cette interactiphysique de GILZ avec le Raf ou
l'interaction trimérique GILZ/Raf/Ras entraine lappression de la phosphorylation des
mitogen activated proteine kinase kinase (MEK)esedtracellular signal regulated kinases-
1/2 (ERK-1/2), tandis que l'interaction GILZ aveadrentraine une inhibition des voies AKT
et ERK (Ayroldi, Zollo et al. 2007).
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Figure34 : Représentation schématique du role de GE dans la transduction du signal
(Ayroldi and Riccardi 2009).

GILZ peut se fixer directement sur 'ADN. Plusie études ont montré que GILZ se fixe
sur 'ADN au niveau des sites C/EBRufdem repeat of CCAAT/enhancer-binding protein
Ces sites sont placés en tandem dans le promotepermxisome-proliferator activated
receptor 2(ppar2) qui intervient dans I'adipogenese. Cette fixatemtraine l'inhibition de
l'activité de ce promoteur qui se traduit par unkibition de la différenciation adipocytaire
(Shi, Shi et al. 2003). De plus, l'expression delL&ldans les cellules souches
mésenchymateuses induit une différenciation ostéqgé en inhibant la transcription induite
par C/EBP (Zhang, Yang et al. 2008).

Plusieurs études ont montré le role physiologigué par GILZ dans la fonction rénale. La
premiere étude, dans les cellules rénales diffégerde la souris, montre que I'aldostérone
(Al) stimule [I'expression transcriptionnelle et p#Fmue de GILZ. L’augmentation
d’expression de GILZ a été associée a une réguldgola sous-unité de 'ENaC ¢pithelial
Na" channe) (Robert-Nicoud, Flahaut et al. 2001). D’autresdés ont montré un lien entre
'expression de GILZ et le transport de sodium dasscellules épithéliales. La méme étude

montre que GILZ inhibe la signalisation induite p&RK (par linhibition de Ila
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phosphorylation), ce qui augmente I'expression nramdire de ENaC et stimule le transport
de Na a travers ce canal (Muller, Parnova et &328oundararajan, Zhang et al. 2005).

Une étude récente a montré que GILZ joue uningportant dans la myogenese (formation
des muscles squelettiques). Les résultats de éttide montre que GILZ et L-GILZ
interagissent avec le facteur de transcription Myoie protéine régulatrice de la myogenese
qui induit la différenciation des cellules précunsedu muscle squelettique, et inhibe son
activité. Ce qui suggere que l'interaction de GikiZL-GILZ avec MyoD aboutit a un effet

anti-myogénique (Bruscoli, Donato et al. 2010).

V.3.2. GILZ et |a survie des cellules T

L’apoptose des lymphocytes T peut étre induite daxdfacons : soit par I'antigene a la
suite de I'engagement du TCR on parle de Activatedced Cell Death (AICD), soit par
déprivation en facteurs de croissance. La stinanatiépétée du TCR par I'antigene
sensibilise les lymphocytes T activés a I'apopths&ICD est un processus qui implique les
récepteurs de mort Fas et qui est favorisé papiéssion de Fas Ligand (FasL). L'expression
de FasL peut étre régulée par difféerents facteargrahscription. En effet, le promoteur de
FasL contient des sites de liaison pour Nucleatdfadf Activated T Cell (NFAT), NK-kB,
AP-1, Early Growth Factor (Egr), et FoxO3 (Brurgtnni et al. 1999). Il a été montré que
les cellules T 3DO surexprimant GILZ présentent vésistance a l'apoptose induite par
I'activation du TCR suggérant un réle inhibiteues @ILZ dans I'AICD (D'Adamio, Zollo et
al. 1997). En effet, GILZ, s'oppose a I'apoptosauite par I'anti-CD3 et a 'augmentation de
'expression de Fas/FasL en se liant a NF-kB, lgusétrant ainsi dans le cytoplasme
(Ayroldi, Migliorati et al. 2001). En inhibant AP-IGILZ inhiberait la synthese deovodes
facteurs Erg 2 et Erg 3 responsables de l'actimatio promoteur FasL. En effet, il a été
rapporté une diminution de FasL dans les lymphacyfe Jurkat surexprimant GILZ
(Mittelstadt and Ashwell 2001).

Lors de la stimulation antigénique, les lymphesyT proliferent grace a la présence de
signaux extracellulaires générés par des factelubles tels que I'lL-2 et le contact avec la
cellule présentatrice d’antigene. A la fin de laaése immunitaire, I'absence des cytokines
dans le milieu extracellulaire interrompt les signae transduction nécessaires a la survie et
induit 'apoptose des cellules par déprivation aatdéurs de croissance. Asselin-Labat et al.
ont démontré que GILZ est induit lors de la dégroraen IL-2 des cellules CTLL-2r(urine

IL-2—dependent T-cell lineet qu'il s'oppose a l'apoptose de ces cellules la régulation
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négative de la protéines Bim (membre pro-apoptetida la famille des Bcl-2) (Asselin-
Labat, David et al. 2004).

V.3.3. GILZ et réponse anti-inflammatoire/immunosupressive

Les glucocorticoides jouent un réle dans le dgppement du systéme immunitaire et dans
la suppression de la réponse inflammatoire, a tsades mécanismes moléculaires impliquant
'activation du Glucocorticoid Receptor (GR) etnhiibition de I'expression d’un certain
nombre de genes. La transrépression des geneminéltoires est le mécanisme le plus
fréquent dans l'inhibition de I'inflammation. Enfef, les glucocorticoides (GCs) réduisent
'expression d’enzymes pro-inflammatoires tels tueyclooxygenase (COX)-2 et inhibent la
production de médiateurs critiques pour la géngmadie la réponse immunitaire (Ayroldi and
Riccardi 2009).

GILZ est constitutivement exprimé dans les mpleagyes humains et murins et dans les
monocytes humains. Cette expression est augment®e etin vitro par les GCs (Cannatrile,
Zollo et al. 2001; Berrebi, Bruscoli et al. 200Bgs GCs induisent une expression de GILZ
dans les monocytes de patients avec une hépatioeligue. En effet, GILZ diminue la
sensibilité des macrophages au lipopolysacchatitkS) et la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires tels que TN&-et RANTES (Hamdi, Bigorgne et al. 2007). Danddaée des
cellules monocytaires THP-1, GILZ semble reproellés effets des GCs par I'inhibition des
molécules de co-stimulation CD80 et CD86 et la potidn de chimiokines, RANTES et
MIP-1. De plus, le traitement par la DEX augmergggdression de GILZ dans le THP-1, qui
exercerait ses effets inhibiteurs en interagisadatsous-unité P65 NF-kB (Berrebi, Bruscoli
et al. 2003). De méme, dans les cellules dendesq(CDs), les GCs, I'lL-10 et le
Transforming Growth Factor (TGH)- induisent I'expression de GILZ qui diminue
I'expression des molécules costimulatrices et salie complexe majeur d’histocompatibilité
(CMH) de classe Il alors gu’il augmente I'expresside B7-H1 et immunoglobulin-like
transcript (ILT-3), empéchant ainsi I'action effigades CDs dans la présentation antigénique
(Cohen, Mouly et al. 2006). Ces CDs exprimant Glhduisent également la génération de
cellules Tregs, qui inhibent la réponse des cdlllespécifique de I'antigene (Hamdi, Godot
et al. 2007). De plus, I'lL-10 a été montré néceegaour l'induction des Tregs par les CDs
exprimant GILZ ainsi que pour les fonctions supgines des Tregs (Hamdi, Godot et al.

2007). Ainsi la régulation de l'expression de Gll&st un facteur important dans
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'engagement des CDs a se difféerencier en CD tgéwe ou immunogene, et pour la
génération de Tregs spécifiques de I'antigéne.

Le r6le de GILZ dans le contexte pathologigégéapeu étudié. De plus, il s’agit surtout de
maladies qui requiérent un traitement par les A@s. glucocorticoides ne modulent pas
seulement l'activation/apoptose des lymphocytessmagulent également la production de
cytokines qui peuvent moduler la différentiation-T/h-2. Dans un modele de souris
transgéniques ou GILZ est sélectivement exprimé dias cellules T CD4+, la réponse TH-2
est augmentée et la difféerentiation TH-1 est dilde(Cannarile, Fallarino et al. 2006). Ces
souris transgéniques sont aussi moins sensibledéaeloppement d’'une colite (maladie
inflammatoire chronique du cbélon) induite par lenitbbenzene sulfonique acid (DNBS)
(Cannarile, Cuzzocrea et al. 2009). Dans I'hépaiiteolique (HA) I'induction de GILZ par
les GCs diminue la sensibilité des macrophages R8 &t la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires (Hamdi, Bigorgne et al. 2007).

V.4. GILZ ET CANCERS

Les effets de GILZ sur l'apoptose et son intkoac avec des molécules clés de la
signalisation (Ras, Raf, NK-kB....) suggerent uneliogtion possible de ce facteur dans le
cancer. Cependant, la fonction de GILZ dans lesa@reste encore tres peu caractérisée en
raison du faible nombre d’études. De plus, cesatravont été effectués sur des lignées
cellulaires et peu de données sont disponiblekesuumeurs.

Un réle de GILZ a été rapporté dans les mécasste résistance aux GCs observés dans
les hémopathies malignes. Dans le myélome multijpdeété montré que GILZ a un réle dans
'apoptose induite par les GCs. L'augmentation ‘@gpression de GILZ par les GCs est
observée uniquement dans les lignées de myélomtphawdensibles a la mort par GCs. De
plus, la diminution de I'expression de GILZ dans cellules par des siRNA inhibe I'apoptose
induite par les GCs (Grugan, Ma et al. 2008). Ceétiigle montre également que la voie des
PISK/AKT, qui est importante dans la progressionnagelome multiple, inhibe I'expression
de GILZ. Ceci suggére un mécanisme qui s'opposerdiapoptose induite par les GCs,
impliquant l'inhibition de GILZ.

Tynan et al. ont démontré que I'expression doeg€ILZ est induite par les cestrogenes
dans une lignée de carcinome du col de l'utérusaHsbrs que dans les lignées de cancer du

sein MCF-7 la stimulation par les cestrogenes inlfideression de GILZ. Ces résultats

101



INTRODUCTION

suggerent que la régulation de I'expression de GdsZdépendante du type cellulaire (Tynan,
Lundeen et al. 2004).

Une étude récente faite par le groupe de V. Mlach montre que GILZ joue un réle
prolifératif au niveau du cancer épithélial de Bire. In sity, les niveaux d’expression de
GILZ mesurés par immunohistochimie sur 50 échamidllde tumeur épithéliale de I'ovaire
sont corrélés positivement a ceux de marqueursasilpour caractériser les tumeurs : le
marqueur de prolifération Ki-67 et I'AKT phosphogyp-AKT). Ces résultats ont été validés
in vitro sur la lignée cellulaire de carcinome ovarien B@Hns laquelle GILZ a été
surexprimé (transfection stable par un plasmidejnealidé par l'utilisation de siRNA. Les
données montrent que GILZ augmente la prolifératielfulaire de BG-1 ainsi que I'activité
d’AKT. De plus, GILZ régule l'expression des protés associées au cycle cellulaire
(augmente I'expression de cyclin D1 et diminue peession de p21) et favorise I'entrée en
phase S. Ces résultats revélent, pour la prenmésedue le facteur GILZ s’exprime dans les

cellules tumorales du CEO et qu’il contréle leulifération (Redjimi, Gaudin et al. 2009).
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OBJECTIFS DE L’ETUDE

Le cancer de l'ovaire se développe généraleraepartir du revétement de surface des
ovaires. Il est en général de mauvais pronosticoDéert souvent tardivement, il peut se
développer lentement sans signes cliniques. Malgnéombreuses études, I'étiologie du CEO
et les mécanismes moléculaires sous-jacents resteote peu élucidés. L'étude de facteurs
contribuant a la croissance et a la progressiorotal® est indispensable pour identifier de
nouvelles cibles thérapeutiques. Plusieurs étudastrant les rdles des chimiokines et de
leurs récepteurs dans le développement et les tastasde diverses tumeurs épithéliales
primaires (Balkwill 2004; Lazennec and Richmond @0JAinsi, les chimiokines peuvent
étres considérés comme des candidates parmi esifaagnoléculaires jouant un réle dans la

carcinogenese de la tumeur épithéliale de I'ovaire.

Notre projet concerne plus particulierementdesx chimiokines, SDF-1 et FKN. Plusieurs
études ont montré le role important de ces deuxiokines dans la tumorigenése (Lazennec
and Richmond 2010).

Une production importante de SDF-1 par les tdluumorales est une spécificité des
tumeurs épithéliales de I'ovaire que I'on ne ret®umi dans les cancers du sein, ni dans les
cancers de la prostate (Zou, Machelon et al. 20D'DQu I'importance d’étudier la valeur
pronostic de SDF-1 dans le CEO. Dans ce but, nemssacherché I'expression de SDF-1 par
immunohistochimie sur des prélevements de tumeumsvepant de 183 patientes
diagnostiquées pour un cancer épithélial de I'evafour déterminer la valeur pronostic de
SDF-1, nous avons corrélé I'expression de SDF-L al#érents parametres cliniques (les
différents sous types histologiques, le stade FI@Qe, l'indice de performance, la présence
ou l'absence dascite, lI'expression de HER2, ré&editumorale apred’intervention
chirurgicale), avec la survie sans progression tafecet avec Igurvie globale des patientes

atteintes d'un cancer épithélial de I'ovaire.

L’activité biologique de SDF-1 est médiée pantéraction avec ses deux récepteurs,
CXCR4 et CXCR7 (Feng, Broder et al. 1996; Balabanian,ab&get al. 2005). Plusieurs
études ont montré le réle protumoral du couple SOFXCR4 et SDF-1/CXCR7 dans
différents types de cancers (cancer de la prostateser du poumon, cancer pancréatique)
(Sun, Cheng et al. 2010). Le couple SDF-1/CXCR4 jon réle important dans I'angiogenese
et dans la croissance des tumeurs épithélialesvhre (Kryczek, Lange et al. 2005; Porcile,

Bajetto et al. 2005). Jusqu’a ce jour, rien n'ap@iblié concernant I'expression et I'impact de
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CXCR7 dans les tumeurs ovariennes. Donc, il apparaitngsekal’évaluer I'expression et
l'impact de CXCRY7 sur la croissance tumorale darahcer épithélial des ovaires.

CXCR4 et CXCR7 sont souvent co-exprimés parraéme cellule et peuvent interagir via
la formation d’hétérodiméres au sein desquels CX@kvdule les voies de signalisation
médiées par CXCR4 (Sierro, Biben et al. 2007; Leyogalabanian et al. 2009). D’ou
'importance de rechercher les interactions entllCR4 et CXCR7 et I'impact de CXCR7
sur les propriétés biochimiques de CXCR4 dansd#sles tumorales.

La FKN est exprimée sous deux formes: membrareisoluble (Matloubian, David et al.
2000). L’activité biologique de la FKN est médiéar d’'interaction avec son récepteur
CX3CR1 (Bazan, Bacon et al. 1997), et elle varie sdtoriorme de la FKN (la forme
membranaire et la forme soluble) (White and Gre2@€9). Sous sa forme soluble, la FKN a
une puissante activité chimiotactiqagei permet le recrutement des cellules exprimant le
récepteur CXCR1 aux sites d’inflammation. La FKN membranaird ase molécule
d’adhésion qui favorise la rétention des monocegtedes lymphocytes T dans les tissus. La
FKN a des effets paradoxaux dans les tumeurs.pelle jouer deux roles différents: un role
anti-tumoral dans certains types de tumeurs (lecaralu poumon, lymphome..) par le
recrutement des cellules NK et des lymphocyted Tingdle pro-tumoral dans d’autres types
de tumeurs (le cancer de la prostate, le cancegedu.) par I'adhésion et la migration des
cellules cancéreuses (exprimant le réceptewsGRA) vers les organes qui produisent de la
FKN soluble (D'Haese, Demir et al. 2010). La fooctde la FKN dans le cancer de I'ovaire
n'a pas encore été étudiée. L'objectif de cettaleta été de rechercher I'expression de la
FKN et de son récepteur dans les tumeurs épithglide I'ovaire et de caractériser sa
fonction. Dans ce but, nous avons dans un preraraps$ recherché I'expression de la FKN
par immunohistochimie sur des prélevements de tenguovenant de 54 patientes
diagnostiquées pour un cancer épithélial de I'evdhuis, nous avons cherché la signification
biologique de cette expression, en corrélant lgsauix d’expression de la FKN a ceux des
marqueurs de prolifération utilisés pour caracégriss tumeurs: le marqueur de prolifération
Ki-67 (utilisé en routinget GILZ qui a été identifié reccemment comme unefacprolifératif
des cellules du cancer épithélial de I'ovaire (Redj Gaudin et al. 2009). Enfin, les
expeériencedn vitro sur des lignées du cancer épithélial de I'ovaitevalidé et complété les
données immunohistochimiques et permis de prétisedle de la FKN dans ces tumeurs.
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RESULTATS

l. Article 1: CXCL12 EXPRESSION BY HEALTHY AND MALI GNANT
OVARIAN EPITHELIAL CELLS

La chimiokine CXCL12/SDF-1 avec ses deux réaast€XCR4 et CXCR7 constitue les couples de
chimiokines/récepteurs qui attirent le plus grangeau d'intérét en oncologie. L'expression
transcriptionnelle et protéique de CXCL12 a étéectEe dans les cellules tumorales du CEO.
CXCL12 a un effet immunosupresseur dans le CE®cas d’hypoxie, I'expression dacteurde
croissance vasculaire endothéliale (VEGF) et I'egpion deCXCL12 par le CEO augmente.
Ces deux facteurs jouent un réle important dansgi@genése du CEQ.effet de CXCL12
médié par CXCR4 est impliqué dansré&gulation de la prolifération, la migration etVasion
des cellules du cancer épithélial de l'ovaire. CACLexerce des activités autocrine et
paracrine sur la progression du CEO. Des étudest@&s ont montré que la production de
CXCL12 par le CEO n’a pas une valeur pronostiquepeddant, les résultats ont été obtenus
sur une petite cohorte des patientes subissant chimaiothérapie via des protocoles

hétérogenes.

L’objectif de ce travail a été d’étudier la valgoronostique de la production de CXCL12
sur une grande cohorte de patientes atteintes dO @BEitées par le méme type de
chimiothérapie. Nous avons quantifié I'expressien@XCL12 par immunohistochimie sur
des coupes de tissus provenant de 5 ovaires norn@&auxmeurs bénignes, 8 tumeurs
borderline et 183 cancers épithéliaux de l'ovainasifs. CXCL12 est exprimé dans
I'épithélium de surface de I'ovaire normal, danstdaneur bénigne, borderline et maligne.
CXCL12 est exprimée de maniére hétérogéne dan&@ (@llant de I'absence ou la faible
expression a une forte expression). Les niveauxpaéssionde CXCL12 dans les cellules
tumorales n'a pas été corrélée avec aucun des @aeancliniques(les différents sous types
histologiques, le stade FIGO, I'age, l'indice defgmenance, la présence ou I'absence d’ascite,
'expression de HER2, récidive tumorale apféstervention chirurgicale)Par ailleurs, la
production de CXCL12ra pas de valeur pronostique sur la survie sangression tumorale et sur

la survie globale des patientes atteintes du CEO
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Abstract

malignant ovaries, to assess its prognostic value.

generate progression-free and overall survival curves.

no impact on progression-free or overall survival.

itself.
Trial Registration: ClinicalTrials.gov: NCT00052468

Background: CXCL12 has been widely reported to play a biologically relevant role in tumor growth and spread. In
epithelial ovarian cancer (EOC), CXCL12 enhances tumor angiogenesis and contributes to the immunosuppressive
network. However, its prognostic significance remains unclear. We thus compared CXCL12 status in healthy and

Methods: Immunohistochemistry was used to analyze CXCL12 expression in the reproductive tracts, including the
ovaries and fallopian tubes, of healthy women, in benign and borderline epithelial tumors, and in a series of 183
tumor specimens from patients with advanced primary EOC enrolled in a multicenter prospective clinical trial of
paclitaxel/carboplatin/gemcitabine-based chemotherapy (GINECO study). Univariate COX model analysis was
performed to assess the prognostic value of clinical and biological variables. Kaplan-Meier methods were used to

Results: Epithelial cells from the surface of the ovary and the fallopian tubes stained positive for CXCL12, whereas
the follicles within the ovary did not. Epithelial cells in benign, borderline and malignant tumors also expressed
CXCL12. In EOC specimens, CXCL12 immunoreactivity was observed mostly in epithelial tumor cells. The intensity
of the signal obtained ranged from strong in 86 cases (47%) to absent in 18 cases (<10%). This uneven distribution
of CXCL12 did not reflect the morphological heterogeneity of EOC. CXCL12 expression levels were not correlated
with any of the clinical parameters currently used to determine EOC prognosis or with HER2 status. They also had

Conclusion: Our findings highlight the previously unappreciated constitutive expression of CXCL12 on healthy
epithelia of the ovary surface and fallopian tubes, indicating that EOC may originate from either of these epithelia.
We reveal that CXCL12 production by malignant epithelial cells precedes tumorigenesis and we confirm in a large
cohort of patients with advanced EOC that CXCL12 expression level in EOC is not a valuable prognostic factor in

Background

Epithelial ovarian cancer (EOC) has one of the highest
mortality rates of all gynecologic malignancies. It is the
sixth most common cancer and the fifth most common
cause of cancer-related death among women in devel-
oped countries [1]. Due to the silent nature of early-
stage disease, most women with EOC have disseminated

* Correspondence: veronique.machelon@u-psud fr; karl.balabanian@u-psud.fr
'INSERM UMR_S 996, Université Paris-Sud 11, Clamart, 92140 France
Full list of author information is available at the end of the article
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disease (i.e. expansion in the peritoneum and metastasis
in the omentum) at the time of diagnosis and present
an advanced stage of the disease, with a five-year survi-
val rate below 30% [2]. Despite the high incidence and
mortality rates, the etiology of EOC and the molecular
pathways underlying its progression remain poorly
understood. According to the International Federation
of Gynecology and Obstetrics (FIGO), clinical stage, his-
tologic grade and postoperative residual tumor mass are
the most important prognostic factors in patients with

© 2011 Machelon et al; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative
Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.
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EOC [3]. However, clinical factors and derivative prog-
nostic models remain inadequate for the accurate pre-
diction of outcome for a specific patient, indicating a
need for the identification of biological factors to
improve prognostic assessment. This aspect has recently
been addressed with the identification of several biomar-
kers for the identification of histologic subtypes and the
more accurate prediction of patient outcome [4-9]. Che-
mokines and their receptors have been known for many
years to influence the development of primary epithelial
tumors, in which they regulate the proliferation and
survival of tumor cells, tumor-infiltrating leukocytes,
angiogenesis and metastasis [10-12]. In epithelial can-
cers, these molecules play a key role in controlling both
autocrine and paracrine communication between the
different cell types of the tumor microenvironment [13].
Thus, chemokines and their receptors may constitute
new biomarkers of potential prognostic value in various
cancers, including EOC.

In this study, we focused on the o.-chemokine stromal
cell-derived factor-1 (SDF-1)/CXCL12, which, together
with its receptors CXCR4 and CXCR?7, constitutes the
chemokine/receptor axis attracting the greatest level of
interest in oncology [11,14]. In EOC, CXCL12 products
(i.e. protein and mRNA) have been detected in tumor
cells [15,16]. We previously showed that CXCL12
orchestrates the recruitment of pre-DC2s and protects
them from tumor macrophage IL-10-promoted apopto-
sis, thereby contributing to the immunosuppressive net-
work within the tumor microenvironment [15]. In
addition, CXCL12 regulates tumor angiogenesis, a criti-
cal step in tumor growth. Indeed, we have shown that
hypoxia triggers the production of CXCL12 and vascular
endothelium growth factor (VEGF) by EOC, with these
two molecules acting in synergy to enhance tumor
angiogenesis in vivo [17]. CXCL12 also acts on tumor
cell proliferation and survival and, through its main
receptor CXCR4, governs the migration of malignant
cells and their invasion of the peritoneum, a major
route for ovarian cancer spread [16,18-20]. Other factors
must also been considered, but previous observations
strongly suggest that CXCL12 provides the autocrine
and paracrine signals controlling malignant progression
in EOC [11]. Some recent studies have investigated
CXCL12 status in EOC, and reported no prognostic sig-
nificance of CXCL12 production [11,21,22]. However,
the results were obtained with ovarian cancer specimens
from patients undergoing chemotherapy via heteroge-
neous protocols, with a follow-up period of less than
four years. The prognostic significance of CXCL12 pro-
duction by ovarian cancer cells remains to be clearly
assessed in larger cohorts of EOC patients undergoing
the same type of chemotherapy and followed up for
longer periods. Furthermore, the pattern of CXCL12
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expression in healthy ovaries and in benign and border-
line ovarian tumors has scarcely been investigated. Elu-
cidation of these points is required to determine
whether CXCL12 production is associated with the
malignant process and whether it constitutes a valuable
prognostic factor in EOC.

In this study, we investigated CXCL12 status in the
reproductive tracts of healthy women. We studied the
ovarian surface epithelium (OSE) and fallopian tubes,
both of which are considered probable sources of EOC
[23,24]. We also investigated CXCL12 status in benign
and borderline epithelial tumors, and in a series of 183
patients with advanced primary EOC enrolled in a
multicenter prospective clinical trial of paclitaxel/car-
boplatin/gemcitabine (TCG)-based chemotherapy
[ClinicalTrials.gov Identifier: NCT00052468]. We
quantified CXCL12 by immunohistochemistry (IHC) in
EOC specimens and further assessed its potential asso-
ciation with clinical and pathologic features, including
staging parameters and tumor histotypes, and with the
expression of HER2, a tyrosine kinase receptor that
may influence outcome when overexpressed [21,25].
Finally, we investigated whether the production of
CXCL12 within the tumor affected progression-free
survival (PFS) and the overall survival (OS) of patients
with advanced primary EOC.

Methods

Ethics statement

We included 183 patients with advanced primary EOC
(FIGO stage Ic-1V) in this study. All had been enrolled
in the GERCOR-AGO-OVAR-9 large phase III rando-
mized trial of first-line TCG-based chemotherapy
(GINECO study) conducted at 58 French centers from
July 2002 to April 2004 [ClinicalTrials.gov Identifier:
NCT00052468] [25-27]. Formalin-fixed, paraffin-
embedded tumors from primary surgery were obtained
with the approval of the institutional review board of
the corresponding center (CCPPRB number: 02780)
after inclusion of the patient in the clinical trial. Forma-
lin-fixed and paraffin-embedded specimens recovered
from five healthy ovaries (mostly contralateral to the
malignant ovary), eight benign tumors (4 serous and 4
mucinous), eight borderline tumors (4 serous and 4
mucinous), and three non epithelial ovarian tumors (2
granulosa tumors and 1 dysgerminoma) were provided
from the archives of patients treated at Antoine-Bécleére
Hospital (Service d’Anatomie et de Cytologie Pathologi-
ques, Clamart, France) between 1998 and 2007.
Approval was obtained from the ethics commission of
Antoine-Béclére Hospital for all analyses of tumor mate-
rial from the archives initially obtained for routine diag-
nostic and therapeutic purposes. This study was carried
out in accordance with good clinical practice guidelines,
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national laws, and the Declaration of Helsinki. All
patients provided written informed consent.

Cell enrichment

Tumor cell enrichment from malignant ascites was
based on the expression of CD326, a human epithelial
antigen also known as EpCAM, one of the most fre-
quently identified and highly expressed biomarkers in
EOC [28]. CD326" cells were positively selected on
AutoMACs columns (Myltenyi Biotech, Paris, France),
from ascites samples collected with ethics committee
(Antoine-Béclere Hospital) approval from one patient
(FIGO stage 1V) diagnosed with invasive EOC with peri-
toneal extension, as previously described [29]. In the
positive fraction, the percentage of CD326" cells was
>80%, whereas the negative fraction contained mostly
CD45" leukocytes, as determined by flow cytometry
(FACSCalibur, BD Biosciences, Le Pont De Claix,
France) with FITC-conjugated anti-human CD45 (clone
H130, IgG1, BD Biosciences) and PE-conjugated anti-
human CD326 (clone HEA 125, IgG1, Myltenyi Biotec)
monoclonal antibodies (mAb). Ascites samples were also
analyzed for CXCL12 content with the human CXCL12/
SDF-1a Quantikine ELISA kit (R&D Systems, Lille,
France), according to the manufacturer’s instructions.

Immunostaining grading and score
CXCL12 was localized immunohistochemically on 4 pm
sections of paraffin-embedded tissues (healthy ovaries,
benign, borderline and non epithelial tumors) and on
tissue microarrays (TMAs) of EOC specimens. Identical
experimental protocols were used for immunohisto-
chemistry (IHC) on conventional slides and TMAs. Sec-
tions were deparaffinized and rehydrated and then
treated with citrate buffer pH6 and heated in a micro-
wave oven. For CXCL12 immunostaining, we used a
mAb against CXCL12 (clone K15C, IgG2a) at a concen-
tration of 1.37 pg/ml. This mAb has already been widely
used for the detection of CXCL12 in mesothelial cells,
ovarian cancer cells and breast carcinomas [15,30-33].
The binding of the K15C mAb was detected by the
streptavidine-biotin peroxidase method (LSAB kit, Dako,
Trappes, France). Sections were then counterstained
with hematoxylin. Images were obtained with a Leica
DMLB microscope equipped with standard optic objec-
tives, at the indicated magnifications, and digitized
directly with a Sony 3CCD color video camera.
Immunostaining for CXCL12 was then scored by two
independent investigators (F.G. and S.C-B), as follows:
an intensity score of 0 if negative, 1 (weak intensity), 2
(moderate intensity) or 3 (strong intensity), added to a
score for the percentage of positive cells, of 0 (0%), 1 (1-
10%), 2 (10-50%), 3 (50-80%) or 4 (>80%), as recently
reported [29]. Tumor specimens scoring 0 to 4 were
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considered to display low-moderate levels of CXCL12
expression (CXCL12'ow/mederate 1y — 97) whereas those
scoring 5 to 7 were classified as having high levels of
CXCL12 expression (CXCL12M8" n = 86). For the 183
patients included in the GINECO clinical trial, results
were compared with IHC for HER2, as previously
described [26].

RT-PCR analyses

Total cellular RNA was extracted from freshly frozen
ovarian tissue samples, with the RNeasy Mini kit (Qia-
gen, Courtaboeuf, France). It was then reverse-tran-
scribed with random hexamers (Roche Diagnostics,
Meylan, France) and Moloney murine leukemia virus
reverse transcriptase (Fisher Bioblock, Illkirch, France).
The resulting cDNAs (1 pg) were then amplified by
semi-quantitative PCR (2 min at 94°C followed by 33
cycles of 30 s at 61°C or 55°C for CXCL12 and fS-actin,
respectively) with forward (658-677) 5-GGGCTCCTGG
GTTTTGTATT-3" and reverse (1056-1075) 5’-
GTCCTGAGAGTCCTTTTGCG-3’ primers for CXCL12
(417 bp), and forward (214-223) 5-GGGTCAGAAG-
GATTCCTATG-3 and reverse (432-451) 5-GGTCTC
AAACATGATCTGGG-3’ primers for B-actin (237 bp).
Quantitative real-time PCR was performed on a Light
Cycler instrument (LC480, Roche Diagnostics) with the
LightCycler 480 SYBR Green detection kit (Roche Diag-
nostics) and forward (178-203) 5'-GTCAAGCATCT-
CAAAATTCTCAACAC-3 and reverse (262-281) 5-CA
CTTTAGCTTCGGGTCAATGC-3 primers for CXCLI2
(103 bp), and forward (214-223) 5-GGGTCAGAAG-
GATTCCTATG-3 and reverse (432-451) 5-GGTCTCA
AACATGATCTGGG-3’ primers for S-actin (237 bp).
We used the ABI 7300 Sequence Detection System
(Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) with the fol-
lowing amplification scheme: 95°C for 10 min and 45
cycles of 95°C for 10 s, 68°C for 10 s and 72°C for 5 s.
The dissociation curve method was applied, according
to the manufacturer’s protocol (60°C to 95°C), to ensure
the presence of a single specific PCR product. The stan-
dard curve method was used for analysis, and results are
expressed as CXCLI2/B-actin ratios.

Statistical analyses

For the series of 183 patients included in the GINECO
clinical trial, the relationship between CXCL12 expres-
sion and clinical and pathologic features was assessed
with #-tests (continuous variables) or Fisher’s exact tests
(binary variables). Overall survival (OS) was calculated
from the date of inclusion to death and progression-free
survival (PFS) was calculated from the date of inclusion
until progression or last follow-up examination. Progres-
sion was defined as a 20% increase in the diameter of all
measured lesions, the appearance of new lesions and/or
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the doubling of CA125 tumor marker concentration
from baseline values. Kaplan-Meier analysis was carried
out to generate PFS and OS curves. Univariate COX
model analysis was carried out to assess the prognostic
influence of clinical and biological variables. Hazard
ratios (HR) and 95% confidence intervals (Cls) were
determined. Analyses were performed with R software
(The R Foundation for Statistical Computing ISBN 3-
900051-07-0, http://www.r-project.org). For comparisons
of CXCL12 mRNA levels in EOC samples, we used
unpaired two-tailed Student’s ¢ tests (Prism software,
GraphPad). P values <0.05 were considered statistically
significant.

Results

Detection of CXCL12 products in healthy and malignant
ovarian epithelial cells

The cellular expression of CXCL12 was examined by
IHC on sections isolated from five healthy ovaries, eight
serous or mucinous benign tumors (some still contain-
ing normal ovarian tissue), eight serous or mucinous
borderline epithelial tumors, three non epithelial ovarian
tumors (i.e. 2 granulosa tumors and 1 dysgerminoma),
and 183 invasive EOC. CXCL12 was clearly detected in
cells of the OSE and the fallopian tube epithelium (Fig-
ure 1A). By contrast, CXCL12 was absent from both
ovarian follicles and oocytes. CXCL12 immunoreactivity
was detected in epithelium-derived proliferating tumor
cells from benign tumors (Figure 1B). In both serous
and mucinous borderline tumors and in serous, clear-
cell, endometrioid and mucinous EOC specimens,
CXCL12 was heterogeneously distributed in malignant
cells, defining low and high expression profiles (Figures
1C and 1D). CXCL12 was confined to the cytoplasm of
malignant epithelial cells, with particularly strong stain-
ing of the membrane frequently observed, and was not
detected in nuclei (Figure 1D). CXCL12 was barely
detectable in the stroma, and tumor epithelial cells are
thus probably the principal source of CXCL12 in EOC.
Epithelial cells isolated from malignant ascites and iden-
tified as CD326™ cells were stained for CXCL12, whereas
their CD326™ non epithelial counterparts, consisting
mostly of CD45" leukocytes, were not stained for
CXCL12 (Figure 1E). CXCL12 was also absent from non
epithelial ovarian tumors (Figure 1F). A similar pattern
was observed for CXCL12 mRNA, as shown by conven-
tional and real-time PCR (Figure 2). CXCL12 was
assayed in the culture medium of three ovarian cancer
cell lines, SKOV-3, OVCAR-3 and BG-1, and in malig-
nant ascites. We found that CXCL12 was produced in
all cases, at concentrations of 2 to 10 ng/ml. Thus, the
epithelial cells of both the OSE and fallopian tubes con-
stitutively produce CXCL12 in the reproductive tracts of
healthy women. CXCL12 was recovered from benign,
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borderline and malignant epithelial tumors but not from
non epithelial ovarian tumors.

Correlation of CXCL12 expression with clinical and
pathological characteristics

We evaluated the prognostic value of CXCL12 for EOC,
by quantifying CXCL12 staining in 183 ovarian cancer
specimens. The mean age of the patients at initial diag-
nosis was 59 years (range 25-77); 68% of patients had
serous adenocarcinomas and 85% had stage III/IV dis-
ease. Median follow-up for patients was 69 months.
CXCL12 was heterogeneously distributed in tumor cells,
with some cells displaying no detectable staining and
others, strong immunoreactivity. CXCL12 expression
ranged from high levels (scores 5-7) in 86 (47%) speci-
mens to an absence of staining in 18 (<10%) cases. We
applied a single cut-off at score 4, the median and mean
value of the entire cohort, for the identification of sam-
ples producing low-moderate (CXCL12'w/mederate
scores 0-4, n = 97) and high (CXCLthigh, scores 5-7, n
= 86) levels of CXCL12. The median age of the patients
was 59 (range 25-77) in the CXCL12'°"/moderate groyp
and 57 (range 33-75) in the CXCL12"¢" group. There
was thus no significant difference in patient age between
these two groups (P = 0.31). Statistical analyses of
CXCL12"#" and CXCL12'°Y/™ederate jmmunostaining
and classical clinical parameters, such as histotype,
HER?2 status, FIGO stage, ascites and size of residual
tumor after first laparotomy, revealed no significant cor-
relation of CXCL12 status with any of the parameters
tested (Table 1). Thus, CXCL12 expression does not
reflect the clinical status of OEC.

Correlation of CXCL12 expression and patient outcome
We then investigated whether CXCL12"8" or
CXCL12'ew/mederate iatus affected OS and/or PFS. As
expected, univariate analysis validated, for this series,
known prognosis factors such as performance status,
FIGO stage, presence of ascites and residual tumor after
first laparotomy, which were associated with shorter OS
and PES (Table 2). In our large and homogeneous
cohort, CXCL12 expression levels had no effect on OS
or PFS (Table 2 and Figure 3). Thus, CXCL12 expres-
sion by tumor epithelial cells is not in itself a valuable
prognostic factor in patients with advanced EOC.

Discussion

In this study, we demonstrate the previously unappre-
ciated constitutive expression of CXCL12 by healthy
ovarian epithelial cells and ovarian epithelial tumor
cells, whether benign or malignant. CXCL12 was recov-
ered from both the OSE and the epithelium of the fallo-
pian tubes, both of which are considered possible
origins of EOC. By contrast, it was not detected in
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Figure 1 CXCL12 expression in healthy and malignant ovaries. (A) Healthy ovary (i), CXCL12 immunoreactivity in OSE (inset is the outlined

D Malignant epithelial ovarian tumors

F Non-epithelial ovarian tumors

.

5 W

8 G Ay
1 !j.‘ ";‘:.‘Q- '.-. carg i

“ ..‘ .‘ e £ ]
,r}v byt -"l,".a.."‘ma.h___ -
wirwr e ey g’-

o 3~ - - . -
L Ll .3
" -r.:ﬁ s -?i

region on the tissue specimen containing surface epithelium, x 40), faint staining in the stroma and no signal in follicles and oocytes (arrow) (x
20); fallopian tube (i), CXCL12 immunoreactivity in cells of the epithelium (x 40). (B) Serous (i) and mucinous (i) benign epithelial ovarian
tumors, CXCL12 immunoreactivity in proliferating epithelial cells (x 40). (C) Serous (i and iii) and mucinous (i and iv) borderline epithelial ovarian
tumors with low (CXCL12'°%, i and ii) or high (CXCL12M9 i and iv) levels of CXCL12 staining (x 40). (D) Malignant epithelial ovarian tumors:
serous (i), mucinous (i), clear-cell (i) and endometrioid (iv), CXCL12 immunoreactivity in epithelial cells is confined to the cytoplasm, with
frequent strong staining of the membrane (arrows), no staining in the nuclei of tumor cells or in the stroma (x 40). (E) Cytocentrifuged CD326*
epithelial (i) and CD326™ non epithelial (i) cells isolated from malignant ascites collected from a patient diagnosed with invasive EOC, CXCL12 is
detected only in CD326" cells (x 40). (F) Non epithelial ovarian tumors: granulosa tumor (i) and dysgerminoma with characteristic morphological
features, ie. Exner bodies (arrow) (i), absence of CXCL12 immunostaining from both tumors (x 40). No labeling was detected when the K15C

anti-CXCL12 mAb was omitted or a 100-fold molar excess of recombinant CXCL12 was added to the mAb before incubation with tissues.

follicles and oocytes or in malignant tumor cells arising
from them, granulosa tumors or dysgerminomas.
Furthermore, CXCL12 expression correlated neither
with clinical parameters nor with HER2 status in speci-
mens from 183 patients with advanced primary EOC
enrolled in a multicenter clinical trial of first-line TCG-
based chemotherapy (GINECO study). The intratumoral
production of CXCL12 does not reflect the morphologi-
cal heterogeneity of EOC and has no impact on PES or
OS after adjustment for established prognostic factors.

Thus, CXCL12 is expressed by ovarian epithelial cells
before tumorigenesis and does not constitute a valuable
prognostic factor in EOC patients.

Recent studies on the origin and histogenesis of EOC
have proposed that type I tumors, which are believed to
include all major histotypes, originate from the OSE,
whereas type II tumors, which are thought to consist
almost exclusively of high-grade serous carcinomas,
arise from the distal region of fallopian tubes [4,24,34].
Our findings clearly demonstrate that CXCL12 is
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Figure 2 Steady-state levels of CXCL12 transcripts in healthy
and malignant ovarian tissues. (A) CXCL12 mRNA was detected
by conventional PCR and was of the expected size (417 bp) in
healthy ovaries (faint signal), benign and invasive ovarian tumors
(strong signal) and in CD326" epithelial cell-enriched malignant
ascites samples. By contrast, CXCL12 transcripts were absent from
CD326™ non epithelial cells. The results presented are from one
experiment representative of three carried out. The white vertical
line separates lanes not run on the same gel. (B) CXCL12 mRNA
levels were quantified by real-time PCR and are expressed as
CXCL12/B-actin ratios. The diagram shows the distribution of values
and means for EOC samples identified as CXCL12M" and
CXCL12'ow/medente Each symbol represents an individual sample run
in duplicate. The P value presented is that for a two-tailed Student’s
t test.

constitutively produced by the epithelial cells of the
OSE, whereas such expression was not previously sus-
pected [11,16]. This apparent discrepancy may result
from differences between our experimental protocol and
those used in previous studies. For example, we used an
anti-CXCL12 mAb rather than a polyclonal Ab and an
additional microwave pretreatment for antigen retrieval,
both of which would have increased the sensitivity of
immunostaining. CXCL12 was also recovered from the
epithelial cells of fallopian tubes, which were recently
identified as a possible origin of high-grade serous EOC
and which have a Miillerian duct-derived embryologic
origin in common with the OSE [23,28,35]. By contrast,
CXCL12 was undetectable in follicles, oocytes and their
malignant non epithelial counterparts. Thus, CXCL12 is
a chemokine constitutively produced by epithelial ovar-
ian cells, from both healthy and malignant tissues.
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CXCL12 is present in ovarian epithelial cells before they
become malignant and is therefore not useful as a mar-
ker of malignancy in EOC.

Scotton and coworkers reported a trend toward stron-
ger CXCL12 expression in higher grade tumors [16].
However, Pils and coworkers recently found that the
abundance of CXCL12 did not differ between borderline
and malignant tumors [21]. In the present work,
CXCL12 expression was detected in benign tumors as
well as in borderline and malignant tumors. Although
CXCL12 is unevenly distributed in low-grade (i.e. bor-
derline and stage I) and in more advanced stage tumors,
we have no evidence that its expression level is weaker
in low-grade tumors. Among CXCL12-positive EOC
specimens, we observed no significant differences in the
fraction of CXCL12"#"_producing tumors for the four
histotypes examined (i.e. serous, clear-cell, endometrioid
and mucinous), despite previous reports of differences
in epidemiologic and genetic changes, tumor markers
and response to treatment (reviewed in [11]). We sug-
gest that CXCL12 production levels overlap with EOC
histotype differentiation and staging. Consistent with
previous findings [16,22], CXCL12 was detected in more
than 90% of patients with advanced primary EOC. How-
ever, it was barely detectable in the remaining cases
(<10%), suggesting that CXCLI2 expression might have
been silenced, possibly through epigenetic mechanisms,
such as promoter hypermethylation, a phenomenon
already reported for colon carcinoma and breast cancer
[36,37]. Indeed, further in-depth studies are required to
determine whether transcriptional regulatory mechan-
isms account for heterogeneous CXCL12 production in
EOC.

Recent studies have assessed the prognostic signifi-
cance of CXCLI12 expression in various cancers, includ-
ing colorectal carcinoma [38], pancreatic ductal
adenocarcinoma [39], breast cancer [40], esophageal
squamous cell carcinoma [41], endometrial cancer [42],
germ cell tumors [43] and EOC [21,22]. The study
reported here was based on a large, homogeneous
cohort of 183 patients, all given standard TCG-based
chemotherapy. IHC showed that CXCL12 abundance
was not correlated with any of the clinical parameters
tested or with the HER2 status. Patients with
CXCL12"#"_producing tumors had a PFS and OS simi-
lar to those of patients with CXCL12'o%/mederate_p 16 qy-
cing tumors. Consistent with the findings of smaller
cohorts of patients given heterogeneous treatments
[21,22], we therefore suggest that there is no evidence
that CXCL12 production by malignant epithelial ovarian
cells is of prognostic significance in EOC.

This lack of prognostic value for CXCL12 in EOC is
somewhat puzzling, as this chemokine has been
reported to enhance tumor cell proliferation and
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Table 1 Correlation of CXCL12 expression with clinical parameters
Patient number P value®
CXCL1 2'oW/moderate CXCL12Mgh
Scores (0-4) Scores (5-7)
Histotype
Serous (n = 125) 66 59 0.90 (NS)
Non serous (n = 58) 31 27
HER2
Negative (n = 171) 93 78 0.57 (NS)
Positive (n = 10) 4 6
Undetermined (n = 2)
FIGO stage
I+ (n = 27) 14 13 091 (NS)
4V (n = 155) 82 73
Undetermined (n = 1)
Ascites
Absence (n = 74) 37 37 045 (NS)
Presence (n = 86) 47 39
Undetermined (n = 23)
Residual tumor after initial laparatomy
>1 cm (n = 83) 40 43 0.98 (NS)
<l cm (n=24) 1 13

Undetermined (n = 76)

Fisher’s exact test. NS: not significant.

survival [16,18-20,44], to promote angiogenesis [17], to
inhibit the host immune response [15] and to mediate
resistance to hyperthermic intraperitoneal chemotherapy
[45], which may favor tumor growth and spread. This
apparent paradox may be explained by the cellular
expression of CXCL12 not providing a true reflection of
its bioavailability, which depends principally on the pre-
sence in the tumor microenvironment of factors capable
of disrupting CXCL12 from glycosaminoglycans [46].

Moreover, CXCL12 activity may be mediated by two
receptors, CXCR4 and CXCR7, and these receptors may
also be rate-limiting elements. For many years, CXCL12
and CXCR4 were thought to act as an exclusive non
redundant pair. However, the recent identification of
RDC1/CXCR?7 as a second receptor for CXCL12 has
challenged this view, and we now need to determine the
respective contributions of CXCR4 and CXCR7 to the
homeostatic and pathological activities of CXCL12

Table 2 Hazard ratios for OS and PFS of 183 patients with EOC after univariate COX regression analysis of CXCL12

abundance and clinical and pathologic features

Overall survival

Progression-free survival

HR? [95% CI°] P value HR [95% Cl] P value
CXCL12 (5-7) 0.80 [0.51-1.28] 0.36 0.91 [0.65-1.29] 062
vs (0-4)
HER2 141 [0.68-2.90] 0.36 145 [0.84-2.51] 0.18
Positive vs negative
Age 1.40 [0.99-1.97] <0.057 1.17 [0.90-1.51] 0.22
>60 vs <60 years
Performance status 1.72 [1.20-2.48] <0.003 145 [1.11-1.88] <0.005
142 vs O
FIGO stage 5.55 [2.27-13.60] <0.0002 443 [2.65-7.39] <0.0001
IV vs [+
Ascites 333 [2.16-5.14] <0.0001 2.29 [1.71-3.05] <0.0001
Presence vs absence
Residual tumor after initial laparotomy 1.72 [1.03-2.88] <0.04 1.97 [1.36-2.87] <0.0004

>T cmvs <1 cm

®Hazard ratio. P95% confidence interval.



Machelon et al. BMC Cancer 2011, 11:97 Page 8 of 10
http://www.biomedcentral.com/1471-2407/11/97
N
A B
o | o |
- P=0.36 - P =0.62
2 4 + 2 1
CXCL12"Mh
g
R o | T o |
=~ o 2 o
[ 2
2 low/moderate 3
z CXcL12 °
@ 2
T a
Q@ < o o
> 5 T w0 5 T
o o g o
o + high
S , CXCL12
o
o
o o —
o 7] o CXCL12" it
+ o+
o | < |
o o
T T T T T T
0 500 1000 1500 0 500 1000 1500
Days after first diagnosis Days after first diagnosis
Figure 3 Overall survival and progression-free survival as a function of CXCL12 expression. Plots of Kaplan-Meier estimates for overall
survival (A) and progression-free survival (B) of EOC patients with tumor tissues identified as CXCL12'°"/M°%€™ (4 = 97 solid blue line) or
CXCL12MM (n = 86, dotted red line). P values are those obtained in log-rank tests.

[47-49]. The emerging possibility that CXCR7 acts as a
decoy receptor provides further support for a potential
role in EOC. Finally, the lack of influence of CXCL12
may reflect the unusual characteristics of metastases,
predicting the occurrence of which is one of the major
challenges in efforts to improve the clinical outcome of
EOC. By contrast to breast cancer, in which distant
metastases to the liver, lung and bone marrow are
favored by high levels of CXCL12 expression in target
organs and lower levels within the tumor [50], EOC
spreads by the direct seeding of tumor cells into the
peritoneal cavity, with preferential metastasis to local
lymph nodes. In EOC, CXCL12 mRNA and protein
have been detected mostly in the tumor cells them-
selves, and this feature has been reported for other can-
cers, including follicular lymphoma, pancreatic cancer,
glioma and astrocytoma [10]. Ovarian epithelial tumor
cells constitute a potent source of CXCL12. CXCL12
may therefore retain tumor cells at the site of produc-
tion, rather than encouraging them to disseminate and
to form secondary tumors in organs at some distance
from the original tumor.

Conclusions

Our findings highlight the previously unappreciated con-
stitutive expression of CXCL12 by healthy epithelia of
the ovary surface and the fallopian tubes, both these
epithelia having been identified as probably sources of
EOC. Thus, CXCL12 is expressed by epithelial cells
before they become malignant. We also show that the
level of CXCL12 expression in cancer cells is not a valu-
able prognostic factor in patients with advanced EOC.
These findings do not exclude the possibility that
CXCL12 contributes to tumor growth and spread via
autocrine and/or paracrine action. There is therefore a
need to determine whether CXCL12 status in EOC
depends on its bioavailability and on the CXCR4/
CXCRY7 ratio in tumor cells, which would support an
effect of CXCL12.
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ll. Expression et role du récepteur CXCR7 dans leancer

épithélial de I'ovaire

A- LE POINT SUR LA QUESTION

Le cancer épithélial de lI'ovaire (CEO) est urase majeure de mortalité par cancer
gynécologique et se situe au sixieme rang des asiegl féminines. Il reste globalement une
cause majeure de mortalité par cancer gynécologidemmal, Siegel et al. 2008). Ceci est
principalement di au fait que ces cancers sontesdugiagnostiqués tardivement (stades
FIGO 3 et 4), ce qui rend difficile leur traitemeRtusieurs études impliquent les chimiokines
et leurs récepteurs dans la progression de cesutanmalignes. Il a été montré le réle
important de SDF-1 dans la métastase, la proliéraet I'angiogenése des différentes
variétés de cancers comme le cancer de la prodeateancer du poumon, le cancer
pancréatique (Sun, Cheng et al. 2010). En colldlooravec le Pr. W. Zou, I'équipe de Dr. V.
Machelon a montré que la chimiokine SDF-1, prodpde les cellules tumorales, contréle la
réponse anti-tumorale de I'h6te et participe auettippement de la néovascularisation
tumorale des tumeurs épithéliales des ovaires (Miachelon et al. 2001; Kryczek, Lange et
al. 2005). L’activité biologique de SDF-1 est mé&digar l'interaction avec ses deux
récepteurs, CXCR4 et CXCRY7. Le recepteur CXCR4eegtemier et le plus connu des deux
récepteurs de SDF-1. Son rdle dans le développemesnttumeurs et I'apparition des
métastases a été largement étudié. Dans le CECouple SDF-1/CXCR4 joue un role
important dans I'angiogenése et dans la croissdada tumeur (Kryczek, Lange et al. 2005;
Porcile, Bajetto et al. 2005). CXCR7 est le secoécepteur de SDF-1 tout récemment
identifié et cloné (Balabanian, Lagane et al. 20@&lon des publications récentes, CXCR7
est impliqué dans I'angiogenese tumorale (Raggbl Bual. 2005; Miao, Luker et al. 2007),
dans le développement des tumeurs du sein et dum@o@Miao, Luker et al. 2007) et dans
I'apparition des métastases des cancers de laaped$Vang, Dai et al. 2007usqu’a ce jour,
rien n'a été publié concernant I'expression et pant de CXCR7dans les tumeurs
ovariennes. Etant donné le réle clef joué par lenwkine SDF-1 dans le développement des
tumeurs épithéliales des ovaires et le réle du CXG@Rns la tumorigenese, il apparait

essentiel d’évaluer I'expression de CXCR7 danstueseurs épithéliales des ovaires et de
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déterminer son rble dans I'évolution des tumeurXCR4 et CXCR7 sont souvent co-
exprimés par une méme cellule et peuvent interagita formation d’hétérodimeres au sein
desquels CXCR7 module les voies de signalisatiodiésé par CXCR4 (Sierro, Biben et al.
2007; Levoye, Balabanian et al. 2009). Dans le @adu sein, la phosphorylation de CXCR4
serait induite par la co-expression de CXCR4 eCa€R7 (Hassan, Ferrario et al. 2009).
D’ou l'importance de rechercher les interactionsreerCXCR4 et CXCR7 et I'impact de
CXCRY7 sur les propriétés biochimiques de CXCR4 dasscellules tumorale€e travail
pourrait contribuer au développement de thérapilelees permettant la mise en place de
traitements a la fois plus spécifiques et pluscatfes susceptibles d’améliorer la survie des

patientes.

B- LES OBJECTIFS

Ce projet centré sur I'étude de I'expressiordetimpact du récepteur CXCR7 dans les

cancers épithéliaux de I'ovaire, s’articule autdar4 objectifs:

1) Quantifierin situ I'expression cellulaire de CXCR7 révélée par imwtustochimie (IHC)
dans des échantillons de tissu tumoral prélevédesipatientes avec un diagnostic de cancer
épithélial des ovaires, et corréler ces données diwers parametres cliniques, histologiques
et biologiques.

Pour cet objectif :

- Nous quantifierons par IHC I'expression de CXCB{7de CXCR4 sur des coupes de
fragments de tumeurs inclus en paraffine, paritattion de "scores" selon une méthodologie
déja utilisée dans les articles ci-joints.

- On comparera I'expression de CXCR7 dans lesdisains et les tissus tumoraux.

- L'expression de CXCR7 sera corrélée a un certaambre de parametres clinico-
pathologiques (age des patientes, stade FIGO qaunmd’extension de la tumeur, grade,
index de prolifération, survie des patientes).

- Nous analyserons la distribution de CXCR7 dars diférents types histologiques
actuellement identifiés (séreux, mucineux, endoiéies, cellules claires et indifférenciées)

et considérés comme des entités speécifiques aveprafii et des valeurs pronostiques
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différentes (Kobel, Kalloger et al. 2008). Nousréterons également I'expression de CXCR7
avec divers parametres biologiques liés a la gnalifon et la survie, tels que la forme
phosphorylée de AKT (P-AKT), I'indice de proliféran Ki-67 et GILZ (Redjimi, Gaudin et
al. 2009) et lapoptose cellulaire mesurée par &chniqgue TUNEL (Terminal
deoxynucleotidyl transferase dUTP Nick End Labélingptte technique permet la détection
de la fragmentation de ’ADN.

- Comparer l'expression de CXCR7 a l'expression CECR4 et voir si le rapport

CXCR4/CXCRTY peut étre corrélé a des parametresaks.

2) Déterminer le réle de CXCRY7 sur la proliférationlatsurvie des cellules épithéliales de
'ovaire en réponse a CXCL12.

Pour cet objectif, nous induirons la surexpresg&iDNc) ou I'extinction (ShRNA) stable de
CXCR7 dans les 3 lignées cellulaires (SKOV-3, OVCAR-3, -BjGpar transduction
lentivirale. Dans ces lignées transduites, nousuneesns limpact de CXCR7 sur la
prolifération (par la technique d’incorporation thymidine triti€ée) et sur I'apoptose (par le
marquage par I’Annexine-V/lodure de Propidium etla@earbocyanine DIOC6(3), mesurées
par la cytométrie en flux et par mesure de la faraetives des caspases comme les caspases
3, 8 et 9 par Western blot) en réponse a CXCL12.

3) Rechercher les interactions entre CXCR4 et CXCRTimpact de CXCR7 sur les
propriétés biochimiques de CXCR4 dans les cellwiewrales.

Pour cet objectif, nous évaluerons par co-immurmpitation (co-IP) et par Bioluminescence
Resonance Energy Transfer (BRET), la capacité désebpteurs a former des hétérodimeres.
Nous évaluerons les effets de 'augmentation oladBminution de I'expression de CXCR7
sur les propriétés biochimiques et I'expressionG¥CR4 dans les 3 lignées cellulaires
transduites (OVCAR-3 et SKOV-3 et BG-1).

4) Déterminerin vivo I'impact de CXCR7 sur la croissance de la tumeusa pouvoir

invasif dans un modele de xénogreffe sur des sathmgniques (Nude).
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C-RESULTATS PRELIMINAIRES

C.1. Quantification de I'expression de CXCR7 et dE€EXCR4 dans les tissus
tumoraux et dans les lignées cancéreuses

C.1.1. Quantification des transcrits

Nous avons quantifié I'expression transcriptiglfen(ARNm) de CXCR7 dans les 3 lignées
du CEO (OVCAR-3 et SKOV-3 et BG-1), dans la ligmecancer du sein (MDA-MB-231)
et dans la lignée du cancer de la prostate (LN@aPPCR en temps réel (voir le protocole
dans les articles ci-joints). Nous avons égalemeantifié I'expression transcriptionnelle de
CXCR4 dans les 3 lignées du CEO et I'expressiamstiigtionnelle de CXCR4 et de CXCR7
dans 4 échantillons de tumeurs épithéliales dealtev Les amorces pour les récepteurs
CXCR4 et CXCRY7, la taille des transcrits et la ténapure d’hybridation sont décrits dans le

tableau 1
Tableau 1 :
Genes Amorces Taille du|  Températures
fragment d’hybridation
CXCR4 Sens : GAG CGC TAC CTG GCC ATC 365 pb 60°C

Antisens : GGC AGC CAA CAG GCG AAG A

CXCR7 Sens : TGC ATC TCT TCG ACT ACT CAG A 231 pb 60°C

Anti-sens : GGC ATG TTG GGA CAC ATC AC

L’expression d’ARNmM de CXCR7 est 63 fois plugpemeée dans la lignée du cancer du
sein MDA-MB-231 et 6 fois plus exprimé dans la Bgndu cancer de la prostate en
comparaison avec la lignée du cancer d’ovaire SKIat-cette différence est beaucoup plus

importante par comparaison avec les lignées OVCAREG-1 (Figure 1 A).
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Nos résultats montrent qu'il n’y a pas de d#éf@ces significatives entre les 3 lignées
(SKOV-3, OVCAR-3, BG-1) pour les récepteurs CXCRLXCRY7 (Figure 1 B). Ainsi, nous
avons trouvé que les variations d’expression d’AR8BICXCR4 par rapport a CXCR7 dans
4 échantillons de carcinome ovarien (Figure 1 @¢tent ce que nous avons trouvé dans les 3

lignées du CEO (voir le tableau 2).
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Figure 1: Quantification de I'expression des ARNm d CXCR4 et de CXCR7 dans les tumeurs épithéliales
ovariennes malignes. A)Quantification par PCR en temp&el des ARNm de CXCR4 et CXCR7 dans 3
lignées cellulaires du cancer épithélial de I'oga([BEKOV-3, OVCAR-3 et BG1), moyenne de 3 expérisnte
écartype de la moyennB) Quantification de I'expression des ARNm de CXCRLECR7 dans 4 échantillons
du cancer épithélial ovarien humai@) Quantification de I'expression d’ARNm de CXCR7 dad lignées
cancéreuses ovariennes (SKOV-3, OVCAR-3, BG-1)sdarignée du cancer du sein (MDA-MB-231) et dans
la lignée du cancer de la prostate (LNCaP). L'ezgimn des ARNm de CXCR4 et CXCR7 est normalisée par
rapport a celle de Ig-actine.
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Tableau 2 :

Lignées du CEO Rapport d’ARNmM Echantillons de Rapport d’ARNmM
de CXCR4/CXCR7 | CEO de CXCR4/CXCR7
SKOV-3 223 1 2300
OVCAR-3 400 2 290
BG-1 2700 3 470
4 470

C.1.2. Quantification de I'expression cellulaire

Pour confirmer le résultat obtenu par PCR enptenéel, nous avons étudié I'expression

cellulaire, membranaire et intracellulaire, du CXCRt CXCR4 dans les 3 lignées

canceéreuses par cytométrie en flux (voir le pra®ctans I'article 2 Le récepteur CXCR4

est détecté par I'anticorps monoclonal anti-CXCRACA (anticorps IgG1-APC est utilisé

comme un isotype contrdle de I'anticorps CXCR4-AREYécepteur CXCR7 est détecté par

anticorps primaire monoclonal anti-CXCR7 suivi adticorps secondaire polyclonal

fluorescent conjugué au PE (anticorps IgG2a edis@éitcomme un isotype contrble de

'anticorps CXCRY7). Les anticorps utilisés danscigométrie en flux sont décrit dans le

tableau 3
Tableau 3 :
Anticorps Especes | Types Concentration utilisé | Fouisseur
CXCR4-APC Souris Monoclonal 10ug/ml BD Pharming¥n
Référence : 555976
IgG1-APC (isotype contréle deSouris Monoclonal 10pg/ml BD Pharming€h
I'anticorps CXCR4-APC) Référence : 349040
CXCR7 Souris Monoclonal 10ug/ml Donné par l'ingtipasteur
IgG2a (isotype contrdle deSouris Monoclonal 10ug/ml BD Pharming€h
I'anticorps CXCR7) Référence : 555576
Anticorps secondaire-PE Chévre Polyclonal lug/ml kdytomation
Référence : R0480
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Les résultats montrent que I'expression membrartiiseedeux récepteurs augmente apres un
lavage acide (qui sépare le ligand de son récepfeigure 2). De plus l'intensité moyenne de
fluorescence (MFI) de CXCR4 membranaire est pluysomante que celle de CXCR7 (il est
d’'un facteur 8 dans SKOV-3, d’'un facteur 12 dansG®¥R-3 et d’'un facteur 4 dans BG-1)
(Figure 2). Aprés perméabilisation, la MFI de CXCBR#4de CXCR7 dans les 3 lignées
cancéreuses augmente a peu prés d'un facteur dQiretfacteur de 4 respectivement par
rapport au MFI membranaire. La MFI de CXCR4 apresrgabilisation est nettement plus
importante que celle de CXCRY7 (il est d’'un factd8tirdans SKOV-3, d’'un facteur 65 dans
OVCAR-3 et d'un facteur 12 dans BG-1) (Figure 2¢sCésultats suggérent que le récepteur
CXCR4 (expression membranaire et intracellulaist)pdus exprimé que le récepteur CXCR7
et qu’il existe une petite quantité de ces 2 réaast a la membrane qui peuvent fixer leur

ligand.
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Figure 2 : Quantification de I'expression cellulaie de CXCR4 et de CXCR7 dans les lignées du CEO (SKEB,
OVCAR-3 et BG-1). Quantification par cytométrie en flux de I'expresside CXCR4 et de CXCR7 dans 3 lignées
cellulaires. Premiére colonne : quantification pexssion membranaire de CXCR4 et CXCR7 en absendavege
acide ; deuxiéme colonne : quantification I'expr@ssmembranaire de CXCR4 et CXCR7 en présence \dgda
acide; troisieme colonne : quantification I'expiessdes deux récepteurs CXCR4 et CXCR7 aprés péitizddion
cellulaire. MFI= Median Fluorescence Intensitiggdnsité moyenne de fluorescence). SSC (Side Bgattesure la
granularité des cellules.
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C.2. Etude du mécanisme de régulation

Effet du TSA sur I'expression de CXCR7 et de CXCR4

Il est connu que I'expression des genes peut égelée par des mécanismes épigénétiques
(acétylation/déacytylation, méthylation/déméthylatiphosphorylation/déphosphorylation...)
faisant intervenir des modifications de l'organisatde la chromatine (llli, Scopece et al.
2005; Matouk and Marsden 2008). Ainsi, 'acétylatiest connue pour rendre active des
régions transcriptionellement silencieuses. Nousawoulu analyser si la faible expression
de CXCR7 dans le CEO passe par une régulation régtigée du gene de CXCR77? En
particulier, une modification du niveau d'acétydetides histones pourrait éventuellement
corréler avec une modification du niveau d’exprassie CXCR7. Basée sur ce principe, on
traite les cellules avec trichostatin A (TSA) gat an inhibiteur de déacétylation des histones
(HDAC). Cette molécule inhibe I'activité des HDACat permet I'augmentation de I'état
acétylé de la chromatine. Nous avons mesuré I'espa dARNm de CXCR7 et du CXCR4
par PCR en temps réel en traitant la lignée BGec &0 ng/ml du TSA pendant 8, 12, 24,
48h. Les résultats montrent une augmentation sigtife de I'expression d’ARNm de
CXCRY7 dans la lignée BG-1 apres 24 h (4 fois phmiené) et 48 h (8 fois plus exprimé) de
traitement (Figure 3). En parallele, 'expressicARNmM de CXCR4 ne change pas dans les
cellules traitées a la TSA (Figure 3). Ce qui sugggie la faible expression de CXCR7 dans
le CEO peut étre contrblée par des mécanismesréitigaes d’'acétylation/déacétylation.
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Figure 3: Le traitement avec le TSA augmente I'expssion d’ARNm de CXCR7 dans les
cellules BG-1.Les cellules BG-1 ont été cultivées dans un milieu culture complet :
DMEM sans rouge phénol contenant 1% de sérum,cebées en présence de 50 ng/ml de
TSA pendant 8h, 12h, 24h et 48h. La quantificatiena transcrits de CXCR4 et CXCR7 a été
effectuée par PCR en temps réel et normalisée mnsdrits dep-actine. Les résultats
représentent le facteur d’augmentation d’expresderiranscrit de CXCR4 et CXCR7 par
rapport au controle (cellules non traitées). Lasiltats représentent la moyennécartype de

la moyenne de trois expériences indépendaife®),05 (t test student).
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C. 3. Mise en point du modéle de xénogreffe pourde3 lignées du cancer
épithélial de I'ovaire (SKOV-3, OVCAR-3 et BG-1)
Nous avons injecté 8 millions de cellules caeases (SKOV-3, OVCAR-3 et BG-1) par

voie sous-cutanée a des souris femelles athym{iNI@BE) agées de 4 semaines. Nous avons
observé la formation de tumeurs 2 semaines apngsction pour les lignées SKOV-3 et BG-

1 et 1 mois apres l'injection pour la lignée OVCARFigure 4). Lorsque la tumeur atteint un
volume de 500 mrhon sacrifie les souris. Les résultats montrent trse modéles de
xénogreffes pour les lignées SKOV-3 et BG-1 sostluens modeles a utiliser pour étudier le
réle prolifératif du récepteur CXCR7 a cause de teaissance tumorale rapide.

L=NINRE

400 o

—4—BG-1
—— OYCAR-3
—&— SKOWV-3

200 4

Volume de tumeur (mm3)

100

Jio J15 J20 125 J20 135 140 145 150 )55 J60

Jours aprésliinjection sous cutanée

Figure 4 : Modeles animaux NUDE du cancer épithéliade I'ovaire. Injection sous-cutanée
de 8 millions de cellules cancéreuses (SKOV-3, OREAet BG-1) par voie sous-cutanée a
des souris femelles athymiques (NUDE). Le volumdadtumeur est mesuré tous les 5 jours
selon la formule suivante : volume (MnF largeur (mm) x largeur (mm) x longueur (mm) x
0,5.
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D- CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Dans ce travail, premierement nous avons mis ewnleéee, pour la premiére fois
I'expression du récepteur CXCRY7 par les cellulesahcer épithélial de I'ovaire et que cette
expression (transcriptionnelle et cellulaire) egmnigicativement plus faible que celle de
CXCR4 dans 3 lignées du cancer épithélial de l'evdSKOV-3, OVCAR-3 et BG-1).
Deuxiémement, nous avons montré pour la premieie dae I'expression du récepteur
CXCR7 augmente dans les cellules BG-1 traité parT®A (inhibiteur des histones
désacétylases). En paralléle, aucun effet sur CX@R4été observé. Pour confirmer ce
résultat il faut étudier I'expression de CXCR7 pastern blot dans les 3 lignées (SKOV-3,
OVCAR-3 et BG-1). Et dans un deuxieme temps, poéterdniner I'efficacité du TSA,
l'acétylation d’histone 3 sera analysée par westdoi. Ensuite, I'activité du promoteur
CXCRY par la TSA sera étudiée par une mesure dévit® de luciféraseUne technique de
ChIP (Chromatin ImmunoPrecipitation) sera réaliste de vérifier si 'acétylation est liée au
promoteur de CXCRY7. Pour identifier le ou les damaid’acétylation dans le promoteur de
CXCR7 apres un traitement du TSA l'activité de lé@ase liée au promoteur CXCR7 sera

réalisé aprés avoir muté les différents domainegrdmoteur de CXCRY7.
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[1l. Article 2: Identification of the chemokine CX ;CL1 as a new mediator of
malignant cell proliferation in epithelial ovarian cancer

Le cancer ovarien est une cause majeure de Iit®gar cancer gynécologique. Les cancers
epithéliaux représentent plus de 85% des cancdiswdre et se situent au sixieme rang des
néoplasies féminines. En raison de la nature sdese de la maladie au stade précoce, la
plupart des femmes avec du CEO sont diagnostigiaédivement (stades FIGO 3 et 4), ce
qui rend difficile leur traitement. En effet, lesapes de carcinogenese ovarienne restent
encore peu élucidées. Aussi, I'identification delénales contribuant a la progression de ce
cancer représente un enjeu majeur. Plusieurs etudemontré les roles des chimiokines et
de leurs récepteurs dans la croissance et les tamgasde diverses tumeurs épithéliales

primaires.

La Fractalkine (FKN)/CXCL1 est une chimiokine qui existe sous deux formes
membranaire et soluble, dont chacune joue un ifireht. La FKN membranaire joue plutét
un réle dans l'adhésion cellulaire. La FKN solublidérée par le clivage de la forme
membranaire sous l'action de protéases, contribuen& réponse anti-tumorale par le
recrutement des lymphocytes T et des cellules Nitimant son récepteur GRR1. Ainsi,
selon la forme membranaire ou soluble de la FKI$ekin I'expression du récepteur §OR1
ou l'expression de la FKN ou I'expression concomti#a des deux par les cellules

cancéreuses, le couple FKN/E2R1 peut avoir des effets pro ou anti-tumoraux.

L’objectif de ce travail vise a étudier I'expsesn de la FKN dans les cancers épithéliaux de
'ovaire et son impact sur la prolifération des l@els tumorales. L'identification de
'expression de la FKN par immunohistochimie sus amupes de tissus provenant de 3
ovaires normaux, 8 tumeurs bénignes, 8 borderl@ieS4 cancers épithéliaux de I'ovaire
invasifs a montré que I'expression de la FKN prs&xia la tumorigenese. Les niveaux
d’expression de la FKN ont été corrélés positivemamec les deux marqueurs de
prolifération Ki-67 (utilisé en routine comme uncfaur de prolifération) et avec GILZ
(Glucocorticoid-induced Leucine Zipper) qui étaitnsidéré récemment comme un facteur

118



RESULTATS

prolifératif des cellules du cancer épithélial dwvire (Spearmean test in univariate analysis,
P <0,01). Nous avons ensuite étudié si la prododm® la FKN est contrdlée par GILZ, une
protéine de 17 KDa connue pour contréler la trapson de diverses molécules. Notre étude
révele, pour la premiére fois que GILZ augmentediession de la FKN sous sa forme
membranaire et sous sa forme soluble dans le CB0s Blvons démontré que la FKN sous sa
forme soluble joue un réle clé dans la prolifématicellulaire des lignées du CEO. Nos
résultats indiquent également que la FKN réguletiVation d’AKT, une molécule de voie de

signalisation impliquée dans la progression tunaoral
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Abstract

Background: Little is known about the molecules that contribute to the growth of epithelial
ovarian carcinomas (EOC), which remain the most lethal gynecological cancer in women.
The chemokine Fractalkine/CX;CL1 has been widely reported to play a biologically relevant
role in tumor growth and spread. We report here the first investigation of the expression and
role of CX5CL1 in EOC.

Results: Epithelial cells from the surface of the ovary and the Fallopian tubes and from
benign, borderline and malignant tumors all stained positive for CX3CL1. In tumor specimens
from 54 women who underwent surgical treatment for EOC diagnosis, CX3;CL1
immunoreactivity was unevenly distributed in epithelial tumor cells, and ranged from strong
(33%) to absent (17%). This uneven distribution of CX3CL1 did not reflect the morphological
heterogeneity of EOC. It was positively correlated with the proliferation index Ki-67 and with
GILZ (glucocorticoid-induced leucine zipper), previously identified as an activator of the
proliferation of malignant EOC cells. Hierarchical clustering analysis, including age at
diagnosis, tumor grade, FIGO stage, Ki-67 index, CX3CL1, SDF-1/CXCL12 and GILZ
immunostaining scores, distinguished two major clusters corresponding to low and high
levels of proliferation and differing in terms of GILZ and CX3;CL1 expression. GILZ
overexpression in the carcinoma-derived BGI1 cell line resulted in parallel changes in
CX;3CL1 products. Conversely, CX3CL1 promoted through its binding to CX3CR1 AKT
activation and proliferation in BGI1 cells. In a mouse subcutaneous xenograft model, the
overexpression of GILZ was associated with higher expression of CX3CL1 and faster tumor
growth.

Conclusion: Our findings highlight the previously unappreciated constitutive expression of
CX3CL1 preceding tumorigenesis in ovarian epithelial cells. Together with GILZ, this
chemokine emerges as a regulator of cell proliferation, which may be of potential clinical

relevance for the selection of the most appropriate treatment for EOC patients.



Background

Epithelial ovarian cancer (EOC) constitutes the sixth most common cancer and the fifth
leading cause of cancer-related death among women in developed countries [1]. Due to the
silent nature of early-stage disease, most women with EOC have disseminated disease (i.e.
expansion in the peritoneum and metastasis in the omentum) at the time of diagnosis and
present advanced disease, with a five-year survival rate below 30% [2]. Despite the high
incidence and mortality rates of EOC, the etiological factors involved in ovarian
carcinogenesis remain poorly defined, limiting the efficacy of treatment protocols.

The epithelial tumor microenvironment consists of a complex tissue containing several cell
types. Most of these cells produce and/or respond to chemokines, which may play key roles in
the development and progression of primary epithelial tumors [3] [4] [S]. We have shown, for
example, that the a-CXC chemokine Stromal cell-Derived Factor-1 SDF-1/CXCL12
contributes to the immunosuppressive network within the tumor microenvironment, notably
by orchestrating the recruitment of pre-DC2s [6]. We have also shown that CXCL12 regulates
tumor angiogenesis and that this is critical for tumor growth [7]. By contrast, little if anything
is known about the role of the chemokine Fractalkine/CX3;CL1 in EOC, although it has been
evidenced to mediate strong cell adhesion [8] and its presence in epithelial tissues is widely
documented [9] [10]. CX;3CL1 exists in two forms. The membrane-anchored form mediates
the firm adhesion of cells expressing its sole receptor, CX3CR1, to the endothelium under
physiological flow, through its own intrinsic adhesion function and through integrin
activation [11] [12]. The soluble form is released through cleavage at a site close to the
membrane [13]. Like other conventional chemokines, it recruits immune cells bearing
CX3CR1, such as T lymphocytes and cytotoxic NK cells, dendritic cells or a large
subpopulation of CD14" monocytes [8]. As a result of both the adhesion and chemoattractant
activities of the chemokine, the CX3CL1/CX3CR1 complex may mediate either pro- or anti-
tumor effects [14]. Pancreatic ductal adenocarcinoma cells bearing CX3CR1 specifically
adhere to CX3CL1-expressing cells of neural origin and migrate in response to CX3;CL1
produced by neurons and nerve fibers, contributing to perineural dissemination in pancreatic
cancer [15]. Prostate cancer cells that express CX3CR1 adhere to human bone marrow
endothelial cells and migrate toward a medium conditioned by osteoblasts, which secrete the
soluble form of the chemokine contributing to the high likelihood of prostate cancer cells
metastasizing to the skeleton [16] [17]. By contrast, soluble CX3CL1 (sCX3CL1) released in
the tumor microenvironment may be an active component of the anti-tumor response [18]

[19] [20] [21], making the vaccination of mice with carcinoma cells modified to produce



CX;CL1 a potent anti-tumor response due to the chemoattraction of NK cells [22], or making
CX;CL1 expression by colon cancer cells a factor that drastically reduced their metastatic
potential [23].

In the present work, we have investigated the expression of CX3CL1 in healthy and malignant
ovarian tissues and its role in the proliferation of malignant ovarian epithelial cells. This
chemokine was produced by both healthy and malignant ovarian epithelial cells, and its
production in EOC was positively correlated to cell proliferation index. Interestingly, it was
also correlated to the expression of glucocorticoid-induced leucine zipper (GILZ), a 17 kDa
leucine zipper protein discovered as a dexamethasone-induced transcript in murine
thymocytes, and that we have recently shown to enhance cell proliferation in EOC and to
activate AKT, a crucial signaling molecule in tumorigenesis [24, 25]. Our findings were
supported by parallel and complementary data accumulated in tumor specimens from patients
diagnosed for EOC, in the BG-1 ovarian cancer cell line and in a mouse subcutaneous
xenograft model. They provide further insight into the role of CX3CL1 in malignant cell

proliferation and tumor growth, closely associated with GILZ.

Results

Detection of CX;CL1 in healthy and malignant ovarian tissues

The cellular expression of CX3CL1 was examined by immunohistochemisty (IHC) in sections
isolated from three healthy ovaries, eight serous and mucinous benign tumors (some still
containing normal ovarian tissue), eight serous and mucinous borderline tumors, two ovarian
granulosa cell tumors, and from 54 specimens of invasive EOC. CX3CL1 was clearly detected
in the ovary surface epithelium (OSE) cells and in the epithelium of the Fallopian tubes
(Figure 1A). In serous and mucinous benign and borderline tumors, CX;3;CLI
immunoreactivity was detected in proliferating tumor cells derived from the epithelium
(Figure 1, B and C). CX3CL1 expression was detected in EOC specimens, including the
serous, clear-cell, endometrioid and mucinous histological subtypes (Figure 1D). In these
tumors, it was detected mostly in malignant cells, making tumor cells the most significant
source of CX3CL1 in EOC. Consistent with this finding, CX3CL1 was detected in epithelial
cells from malignant ascites, with higher levels of expression in the CD326" fraction (Figure
1E). CX3CL1 was confined to the cytoplasm of malignant epithelial cells and was not
detected in nuclei. CX3CL1 was absent from non-epithelial ovarian granulosa cell tumors

(Figure 1F).



Messenger RNA for CX3CL1 was visualized by RT-PCR, which generated a product of the
expected size (387 bp) from three healthy ovary samples, in six specimens from benign
ovarian tumors, three borderline specimens and nine EOC specimens. It was also detected in
the BG1, SKOV3 and OVCAR3 ovarian cancer cell lines. Representative data are shown in
Figure 2A. The amount of mRNA was quantified by real time PCR on five EOC specimens. It
was positively correlated with the intensity of IHC staining on a seven-point scale
(Spearman’s test, P < 0.05, r = 0.88) (Figure 2B). A 90-kDa protein, corresponding to the
expected size of the full-length CX3CL1, was detected in EOC biopsy samples, in CD326"
epithelial cells from malignant ascites and in SKOV3, BG1 and OVCAR3 cells (Figure 2C).
CX;CL1 is a membrane-bound molecule with the chemokine domain on a mucin-like stalk.
Cleavage at the base of this stalk by metalloproteinases generates a soluble chemokine, which
functions as a classical chemoattractant [13]. We then investigated whether sCX;CL1 was
released from ovarian cancer cells. It was detected in malignant ascites (ranging from 1.3 to
1.5 ng/ml). We also carried out ELISA assays on culture supernatants. The largest amounts of
sCX3CL1 were recovered from the culture supernatant of OVCAR3 cells, which gave the
strongest signal on western blots (Figure 2D). Our findings highlight the previously
unappreciated constitutive expression of CX3CL1 on healthy epithelia of the ovary surface
and Fallopian tubes, indicating that EOC may originate from either of these epithelia. We

further reveal that CX3CL1 production by malignant epithelial cells precedes tumorigenesis.

CX;CL1 is correlated with Ki-67 and GILZ in EOC

CX;CL1 immunostaining was heterogeneous in EOC specimens, spanning from the absence
of detectable staining (score 0, 9/54) to strong immunoreactivity (scores 5-7, 18/54). We
therefore investigated whether differences in CX3CL1 expression levels were associated with
the expression of two markers of proliferation: Ki-67, which is routinely used for diagnosis
[26] and GILZ, which we recently identified as a factor controlling the proliferation of
malignant EOC cells [25]. Immunoreactivity for CX3CL1, GILZ and Ki-67 was scored on a
seven-point scale on the basis of staining intensity and the degree of staining of serial sections
of fragments of EOC from 54 patients. There was a highly significant positive correlation
between the scores for Ki-67 and those for GILZ, as expected (Table 1). Interestingly,
significant positive correlations were found between CX3;CL1 and Ki-67 and between
CX;CL1 and GILZ, for the entire cohort of 54 patients (Figure 3, A and B). The
immunostaining scores for these proteins were also correlated in serous carcinoma and non

serous carcinoma (Table 1).



CXCL12, a chemokine produced by ovarian cancer cells [6], has been implicated in the
control of proliferation in these cells [27]. As we have previously shown in a cohort of 183
patients [28], CXCL12 immunoreactivity in cancer cells was heterogeneous, with scores of 0
(undetectable production) obtained in 16 patients and of 5 to 7 (strong immunoreactivity)
obtained in eight patients in our cohort of 54 patients. There was no significant correlation
between final scores for CXCL12 and CX3CL1, or between final scores for CXCL12, GILZ
and Ki-67. An analysis of seven datasets, including age at diagnosis, FIGO stage, grading,
GILZ, Ki-67, CX3CL1 and CXCL12 immunoreactivities, based on an agglomerative
hierarchical clustering approach revealed two major clusters, as shown by the dendrogram
generated from the statistical analysis (Figure 3C). The main characteristics distinguishing the
two major clusters, corresponding to low and high levels of proliferation, are presented in
Table 2. As expected, CXCL12 production did not differ significantly between the two
groups. By contrast, CX3CL1 and GILZ immunoreactivities in tumor cells were higher for the
group with the higher level of proliferation. Despite the relatively small number of patients,
the number of cancers at FIGO stages III and IV was significantly higher in the high
proliferation group. By contrast, age at diagnosis and grade did not differ between the two
groups. Thus, higher rates of proliferation were associated with the upregulation of GILZ and

CX;CL1 expression.

GILZ upregulates CX;CL1 expression

Immunohistochemical data clearly indicated that GILZ levels in malignant cells were
positively correlated with CX3CL1 levels, suggesting a possible role for GILZ in regulating
CX;3CL1 production. We tested this hypothesis by determining the amounts of CX;CLI
mRNA and protein in pGILZ (overexpressing GILZ) and CTRL (producing low amount of
GILZ) BGI1 cells. As expected, GILZ content (mRNA and protein) was significantly higher in
pGILZ than in CTRL clones. Parallel increases in CX3CL1 mRNA and protein were depicted
on RT-PCR, THC and western blots (Figure 4, A, B and C). In addition, the pGILZ cells
released larger amounts of sCX3CL1 than the control cells (Figure 4D). Using an Ab targeting
the extracellular domain of CX,CL1, western blots of lysates of BG1 cells treated with
phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA), a protein kinase C (PKC) activator, showed an
absence of the 90-kDa band corresponding to the full-length of CX3CL1. Conversely, this
treatment increased the release of sCX3CL1 into the supernatant. (Figure 4, C and D). Taken
together, our results indicate that CX3CL1 production by ovarian epithelial malignant cells is

upregulated by GILZ.



CX;CL1 increases malignant cell proliferation

We showed that sCX3CL1 is released by ovarian cancer cells from the shedding of the
membrane-bound chemokine suggesting that SCX3;CL1 may be an active component of the
tumoral microenvironment. Here, we asked whether this chemokine has an impact on tumor
cell proliferation, as suggested by the correlation of CX3CL1 and Ki-67 immunostainings in
EOC specimens. This proliferative action may result from an autocrine effect of CX;CL1,
which depends on the expression of its unique receptor, CX3CR1 [8]. We detected CX3CRI
mRNA by conventional RT-PCR at the expected size (340 bp) in all the EOC specimens
tested (N = 14) and in the three EOC cell lines, BGl, SKOV3 and OVCAR3. Flow-
cytometric analyses further revealed membrane CX3;CRI expression in both CD45" and
CDA45" cells from malignant tumor specimens. In the CD45 fraction, which is highly enriched
in malignant epithelial ovarian cells, the percentage of CX3CR1" cells ranged from 20% to
95% (Figure 5A). In BG1 cells, the steady-state level of membrane CX3;CR1 expression was
weak (<10% of total cells) under basal conditions (Figure 5B). Interestingly, the fraction of
CX3CR1" cells was markedly increased by acidic treatment, a process known to dissociate the
ligand from its receptor. On another side, decreasing the concentration of FBS from 10% to
1% in culture medium led to increased membrane expression of CX3;CR1 in BGI1 cells
(Figure 5C). In contrast, the level of surface CX3;CRI1 was lower in pGILZ cells, which
produce higher amounts of sCX3CL1 than CTRL cells. Based on these findings, we used
CTRL BGI cells cultured in medium supplemented with 1% FBS to measure the proliferative
effect of recombinant human (th)CX3CL1 by [*H]-thymidine incorporation. Results from nine
independent experiments showed that rhCX3CL1 roughly doubled the rate of cell proliferation
after 24 h treatment (Figure 6A). This response was abrogated by the addition of a CX;CL1
analog with a modified N-terminus that binds to CX3CR1 and acts as an antagonist (Figure
6B) [29]. These results show a proliferative action of exogenous CX;CL1 through its binding
to CX3CRI1. We next investigated whether endogenous CX3;CL1 stimulates tumor cell
proliferation. For this purpose, pGILZ BGI1 cells, which generate high amounts of
endogenous CX3CL1, were treated with the CX3CL1 analog renewed every 24 h for 72 h.
Under these conditions, the rate of cell proliferation was markedly decreased, underlying a
role for endogenous CX;CL1 in regulating tumor cell proliferation (Figure 6C).

AKT hyperactivation is frequently observed in ovarian cancers and is related to the control of
cell proliferation in EOC [30, 31] [32] [33]. Levels of pAKT, which is the active AKT form,
were higher in thCX;CL1-treated BG1 cells (Figure 6D). These results strongly suggest that
the proliferative effect of the CX3CL1/CX3CRI1 couple is associated with AKT activation.



GILZ has been previously identified as a proliferative factor activating AKT in EOC [25]. To
confirm that CX3CL1 action involves AKT activation in situ, we measured Ki-67 and pAKT
scores on EOC specimens scored 0 for GILZ and either producing or not CX3CL1. As shown
in Table 3, proliferation and AKT phosphorylation were higher in specimens producing
CX5CL1. Altogether, these findings suggest that the proliferative effect of CX;CL1 on

ovarian epithelial malignant cells is consecutive to CX3CR1 binding that activates AKT.

In vivo impact of GILZ overexpression

Finally, we investigated the impact of GILZ and CX3CL1 on tumor growth in vivo by using a
mouse subcutaneous xenograft model. BG1 cells either overexpressing GILZ (pGILZ) or not
(CTRL) were injected subcutaneously into athymic nude mice and tumor growth was
followed for 35 days. The mean tumor volumes are represented graphically in Figure 7A. The
tumors developing from pGILZ cells had significantly larger volumes than those developing
from CTRL, at any given time point. Western blots of xenograft extracts and immunostaining
showed parallel increases in GILZ and CX;CL1 protein levels (Figure 7, B and C). Thus,
GILZ overexpression is clearly associated with higher levels of CX3CL1 production in

tumors, resulting in higher rates of proliferation and tumor growth.

Discussion

In this study, we unveiled that CX3CL1 was constitutively produced in EOC and investigated
the role of this chemokine in tumor growth. The production of this chemokine preceded
malignancy in the OSE, and was also found in the Fallopian tubes of healthy women and in
benign tumors. Immunohistological analysis revealed that CX3CL1 production in EOC
samples was correlated with levels of Ki-67 and GILZ, two markers of proliferation in
malignant ovarian epithelial cells. Hierarchical clustering analysis identified two major
clusters, with high and low levels of proliferation, differing in GILZ and CX3CLI1 levels. In
vitro, GILZ overproduction leads to an increase in CX3CL1 production in BG1 cells. CX;CL1
increases BG1 cell proliferation via its receptor, CX3CR1, and a parallel increase is observed
in pAKT levels. In xenografted mice, the overexpression of both GILZ and CX3CL1 is
associated with faster tumor growth. These results highlight a relationship between GILZ and
CX3CLI as a key regulator of malignant cell proliferation and tumor growth.

According to recent hypotheses concerning the origin and histogenesis of EOC, type I tumors,
which are believed to include all major histotypes, originate from the OSE, which was

traditionally considered to be the source of the neoplastic transformation. By contrast, type II



tumors, which are thought to comprise almost exclusively high-grade serous carcinomas, are
believed to arise from the distal region of the Fallopian tubes [34] [35] [36]. Both the OSE
and the Fallopian tubes are currently thought to be possible sources of neoplastic EOC and
both are derived from the embryonic Miillerian duct [37]. CX3CL1 has been detected in the
human endometrium [38] and Fallopian tubes [39]. We also detected CX;CLI1 in the OSE,
further indicating that the production of CX3;CL1 by epithelial ovarian cells precedes
tumorigenesis. CX3CL1 was also detected in benign and borderline tumor cells, suggesting
that its production is not associated with malignancy.

Ovarian epithelial tumors are morphologically heterogeneous and are classified by
pathologists into serous, clear cell, endometrioid and mucinous subtypes on the basis of
histopathological examination. Each subtype is characterized by a specific mRNA profile,
genetic risk factors and molecular features [34] [40] [41], suggesting that ovarian carcinoma
is a heterogeneous disease [42]. Despite this heterogeneity, we found no significant
association between CX3;CL1 levels and histological type in our series, which included
representative specimens of all four principal histological types of EOC. Like GILZ and
CXCL12, CX5CL1 is widely expressed in EOCs and its presence does not reflect the
morphological heterogeneity of EOC [25] [28].

The chemokines, including CXCL12, are produced locally in ovarian tumors and contribute
to tumor microenvironment [5] [6]. Here, we identify CX3CL1 as another component of the
EOC microenvironment. Epithelial cells from malignant ascites, tumor specimens and from
three ovarian cancer cell lines, namely BG1, OVCAR3 and SKOV3, displayed staining for
CX;5CL1. CX3CL1 was confined to the cytoplasm and was absent from nuclei. The cells
contained CX3CL1 with a molecular weight of 90 kDa corresponding to the membrane form
of CX;CL1, from which the soluble form is derived by shedding [8]. The production of
sCX3CL1 in culture supernatants paralleled that of the membrane-bound form, suggesting that
the production of sCX3CL1 in EOC microenvironment was enhanced in tumors with strong
CX;CL1 immunoreactivity. Interestingly, the local releasing of CX3CL1 may also depend on
CXCL12, produced by epithelial ovarian malignant cells in EOC and known to regulate the
cleavage of CX3CL1 from neurons [43]. We cannot exclude the possibility that CXCL12
stimulates the metalloproteinases involved in CX3CL1 cleavage in EOCs, as it does in
neuronal cultures. Indeed, further investigation of this aspect is required to conclude.

The intensity of CX3CLI1 staining and the fraction of tumor cells stained for CX3;CL1 were
variable in our cohort of 54 patients with advanced primary EOC. This heterogeneity in the

production of CX3CL1 was positively correlated with GILZ levels. It does not exclude that



certain EOC specimens produce CX;CL1 in the absence of GILZ, as shown in Table 3. That
is also the case for cells from OSE and benign tumors, which never produce GILZ [25]. We
then found that GILZ increased the production of CX3CLI1 transcripts and proteins, consistent
with a transcriptional regulation of CX3;CLI/ by GILZ in malignant tumor cells. GILZ
interferes with various transcription factors [44] [45] or may directly control the
transcriptional activity of proteins [46]. Further investigation is thus required to determine
whether GILZ promotes CX;CLI transcription, as do several oncogenes including Ras, Myc
and oncosuppressor genes, such as mutant p53, for chemokines and their receptors (reported
in [47]).

GILZ is itself a proliferative factor in EOC [25], consistent with the correlation between
CX;3CL1 and Ki-67 levels in EOC specimens being a consequence of the upregulation of
CX;CL1 production by GILZ. However, proliferative effects of CX3CL1 have been reported
in smooth muscle cells [48] [49] and we could not exclude the possibility that CX3CL1 may
affect the rate of proliferation through autocrine action. In line with this hypothesis, we
showed that the constitutive production of CX3CL1 by malignant epithelial ovarian cells led
to the release of the soluble form of this chemokine, which binds to CX3;CR1 present on
tumor cells. Further in vitro experiments showed that CX3;CL1 promoted BGI1 cell
proliferation through its binding to CX3CR1 as well as AKT activation, as previously reported
for human prostate cancer cells [17]. The PI3K/AKT pathway transmits mitogenic signals and
controls cell cycle progression in ovarian cancer [31] [33]. We previously reported that GILZ
activates AKT in EOC [25]. Here AKT activation was clearly associated with the action of
CX;CL1. Finally, our data are consistent with a model in which GILZ activates CX3CL1 and
the chemokine acts alone to support ovarian tumor cell proliferation via CX3CR1. Thus, the
activation by GILZ of CX;CL1 production may contribute to the proliferative effect of GILZ.
It does not exclude that GILZ in itself has a proliferative action in EOC and activates AKT.
To conclude, further studies are still needed to precise the molecular and cellular mechanisms
underlying the respective contribution of GILZ and CX3CL1 to the proliferation of malignant
cells in EOC. Cancer cells frequently grow more rapidly and have higher proliferation rates
than normal cells. CX3CL1 may participate to this action in EOC through autocrine effects
that should contribute to its pro-tumor potential. However, we can no longer exclude that
CX;CL1 also contributes to other aspects of tumor biology, including immune -cell
recruitment and the anti-tumor response. That probably should make the prognostic value of

this chemokine difficult to evaluate.
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Conclusion

We show here that CX3CL1 is a component of the EOC microenvironment. Together with
GILZ, this chemokine emerges as a regulator of cell proliferation in EOC. These results
provide an encouraging starting point for elucidation of the functional importance of CX3CL1
in the progression of ovarian cancer and of the link between CX3CL1, GILZ and EOC
proliferation demonstrated for the first time in this report. Few prognostic factors capable of
accounting for tumor biology and disease course have been identified in ovarian cancer. The
identification of molecular targets closely associated with cell proliferation might facilitate
the development of personalized treatment and are of potential clinical relevance for the

selection of the most appropriate treatment for certain cancer patients.

11



Materials and methods
Tissue samples

Approval was obtained from the ethics commission of Antoine Béclere Hospital (Clamart,
France) for all analyses of tumor material from clinical samples and archived material from
patients diagnosed with an ovarian tumor (benign, borderline or malignant invasive).
Immunohistochemical staining was carried out for CX3CL1, CXCL12, GILZ and Ki-67 in
tissue specimens from primary invasive ovarian carcinomas taken for routine diagnosis and
treatment purposes, from 54 patients treated surgically for ovarian cancer diagnosed at
Antoine Béclére Hospital between 1998 and 2007. The clinical and pathological
characteristics of the patients are described (Additional Table 1). None of the patients had
received neo-adjuvant chemotherapy before surgery. Clinical stage was determined according
to the International Federation of Gynecology and Obstetrics staging system (FIGO).
Histological subtypes and grades were determined according to the criteria of the World

Health Organization (WHO) classification [50].

Immunostaining grading and score

Immunohistochemical staining for CX3CL1, GILZ, CXCL12 and Ki-67 was performed on 5
um sections from paraffin-embedded tissues from healthy ovaries, benign, borderline and
malignant epithelial ovarian tumors, granulosa tumors and xenograft samples. The paraffin
was removed by incubation in xylene and the sections were rehydrated in a graded series of
ethanol solutions and washed in 1X phosphate-buffered saline (PBS). Antigens were
unmasked by incubation in 10 mmol/l sodium citrate buffer (Dako, Trappes, France) and
heating to 90°C in a microwave oven. Sections were then incubated for 2 h at room
temperature with the appropriate primary antibody (Ab), under the conditions detailed in
Additional Table 2. The sections were washed and incubated with a biotinylated secondary
Ab for 1 h at room temperature, and then with streptavidin-horseradish peroxidase (-HRP)
complex (LSAB kit, Dako). Sections were then counterstained with hematoxylin. Negative
controls were carried out by applying the same procedure with omission of the primary Ab.
Images were obtained on a Leica DMLB microscope equipped with standard optic objectives,
at the indicated magnification, and were digitized directly with a Sony 3CCD color video
camera.

Immunochemical staining was interpreted simultaneously by two independent investigators
(FG and SP) blinded to the characteristics of the patients and clinical and pathological
outcome. Immunostaining for CX;CL1, CXCL12, GILZ and Ki-67 was scored on the
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following scale (with a maximum score of seven): negative (0), 1 (weak intensity), 2
(moderate intensity) or 3 (strong intensity) combined with the percentage of positive cells
scored as 0 (0%), 1 (1-10%), 2 (10-50%), 3 (50-80%), 4 (>80%), as recently reported [25]
[28].

Tumor cell enrichment from ascites

Tumor cell enrichment from ascites was based on the expression of CD326, a human
epithelial antigen also known as EpCAM, one of the most frequently identified and highly
expressed biomarkers in EOC [51]. CD326" cells were positively selected on autoMACs
columns (Miltenyi Biotec, Paris, France) from ascites samples collected with institutional
review board (Antoine-Béclére Hospital) approval from a patient diagnosed with invasive
EOC with peritoneal extension, as previously described [25]. The percentage of CD326" cells
in the positive fraction exceeded 80%, as shown by flow cytometry (FACSCalibur, BD
Biosciences, France) with a PE-conjugated anti-human CD326 monoclonal Ab (mAb) (clone

HEA 125, IgG1, Miltenyi Biotec).

Cell lines

The human epithelial ovarian carcinoma cell line BG1, which was derived from a stage III
solid tumor tissue from a patient (kindly provided by Dr G. Lazennec, INSERM U844,
Montpellier, France), was maintained in Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM)
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 2 mmol/l L-glutamine and 0.1 mg/ml
streptomycin. BG-1 clones stably overexpressing GILZ (pGILZ) or transfected with empty
vector (CTRL) were generated as previously described [25]. The SKOV3 and OVCAR3 cell
lines were purchased from the American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA)
and maintained in RPMI-1640 medium supplemented with 0.1 mg/ml streptomycin, 100 U/ml
penicillin, 2 mmol/l L-glutamine and 10% FBS. The HEK 293T (ATCC) cell line was
maintained in DMEM medium supplemented with 0.1 mg/ml streptomycin, 100 U/ml
penicillin, 4 mmol/l L-glutamine and 10% FBS (Fisher Bioblock, Illkirch, France). All cell

lines were maintained at 37°C, under an atmosphere containing 5% CO..

RT-PCR analyses
Total RNA was extracted from cultured cells, freshly frozen ovarian tissue samples and tumor
samples harvested from mice, with the RNeasy Mini kit (Qiagen, Courtaboeuf, France),

according to the manufacturer’s instructions. The RNA was reverse transcribed to generate
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cDNA with random hexamers (Roche Diagnostics, Meylan, France) and Moloney murine
leukemia virus reverse transcriptase (Fisher Bioblock). We amplified the resulting cDNA (1
ug) by conventional or real-time PCR on a Light Cycler instrument (Roche Diagnostics), with
the FastStart DNA Master SYBER Green kit (Roche Diagnostics), and carried out
quantification by the standard curve method. The primer sequences, predicted amplicon size

and annealing temperature are shown in Additional Table 3.

FHJ thymidine uptake

Cells were used to seed 96-well plates, in triplicate, at a density of 1 x 10" cells/well. They
were grown to 60% confluence in DMEM medium supplemented with 10% FBS, for 24 h.
The cells were then washed with PBS and cultured in charcoal-treated medium supplemented
with 0.1% FBS. [’H] thymidine (0.5 pCi/well) (MP Biomedicals Europe, Illkirch, France)
was added and the cells were incubated overnight. The amount of incorporated radioactivity
was determined as previously described [52] and the results are expressed as counts per
minute (cpm). The binding of CX3CL1 to CX3CR1 was antagonized using a modified
CX;CL1 analog, as recently described [29].

Western blotting

Cells (2 x 10°%) were lysed as previously described [52]. Equivalent amounts of protein were
separated by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and transferred to
nitrocellulose membranes (Hybond-ECL, GE Healthcare, Orsay, France). Nonspecific
binding was prevented by incubating the membranes with blocking buffer (50 mM Tris-HCI,
150 mM NaCl, 0.1% TWEEN-20 and 5% skim milk powder) for 1 h at room temperature.
The membranes were then incubated overnight at 4°C with specific primary Abs (Additional
Table 2). These Abs were then detected by incubating the membrane with an HRP-conjugated
secondary Ab (GE Healthcare) for 1 h at room temperature. The membrane was placed
against film (GE Healthcare) and the bands were visualized by enhanced chemiluminescence
(Perkin Elmer, Courtaboeuf, France). ScanAnalysis software (Biosoft, Cambridge, United
Kingdom) was used for densitometric analysis. All bands were normalized with respect to {3-

actin.

Flow cytometry analysis
CX;CRI1 was detected with or without the addition of acid buffer (50 mM glycine, 120 mM

NaCl, pH = 2.7-3) and incubation for 3 minutes at 4°C to remove surface-bound ligands from
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the receptor. The cells were washed with cold PBS supplemented with 2% FBS and incubated
for 20 minutes on ice with 10 pg/ml FITC-conjugated anti-hCX3;CR1 mAb (Additional Table
2). For the detection of the cytoplasmic pool of CX;3CRI1, cells were permeabilized with BD
Cytofix/Cytoperm™ reagent (BD Pharmingen, Le Pont De Claix, France) according to
manufacturer’s instructions, before labeling. At least 10,000 events were acquired for each
sample. FITC-conjugated IgG2b was used as a negative isotype control (Clinisciences,
Montrouge, France). Data were acquired with a FACSCalibur flow cytometer and analyzed

using the CellQuest software (BD Biosciences).

ELISA

Soluble CX3CL1 was detected with the human CX;CL1/Fractalkine Quantikine ELISA kit
(R&D Systems, Lille, France), according to the manufacturer’s instructions. Absorbance was
read at 450 nm and sCX3CL1 concentration was extrapolated from the standard concentration

curve. The minimum detectable concentration was 0.018 ng/ml.

In vivo xenografted tumor model

Male nude athymic mice (Harlan, Gannat, France), purchased at four weeks of age, were used
for xenograft studies. CTRL or pGILZ BG1 cells (8 x 10° cells in 200 ul PBS) were injected
subcutaneously into the flanks of separate five-week-old mice. Tumor size was determined
with calipers, every five days. All mice were killed humanely after 35 days. Tumor volume
was calculated as follows: (L x W?) x 0.5, (L: length; W: width). These studies obtained
approval [agreement no. C92-023-0] for animal care, handling and experimentation in

accordance with European Union and French guidelines for the use of laboratory animals.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed with StatEL statistical software (Adscience, Paris,
France). Spearman’s test, univariate analysis, was used to assess the correlations between
CX;CL1, GILZ and Ki-67 levels. Differences between groups were assessed with the Welch
two-sample unpaired ¢ test, and by two-tailed paired ¢ tests. Fisher's exact tests were used to
assess the significance of differences between clusters. Clustering, a widely used approach for
subtype identification, was carried out with the hierarchical agglomerate clustering approach,

in StatEL software, with Pearson’s correlation function for quantitative data.
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Figure legends

Figure 1. CX;CL1 immunoreactivity in healthy and malignant ovaries. (A) healthy ovary,
CX;CL1 immunoreactivity in the OSE (i) and Fallopian tube (ii). (B) Serous (i) and mucinous
(i1) benign ovarian epithelial tumors. (C) Serous (i) and mucinous (ii) borderline ovarian
epithelial tumors. (D) Malignant epithelial ovarian tumors: mucinous (i), endometrioid (ii),
clear-cell (iii) and serous (iv), CX3CL1 immunoreactivity in epithelial cells is confined to the
cytoplasm, no staining in the nuclei of tumor cells. (E) Cytocentrifuged CD326™ non epithelial
(i) and CD326" epithelial (i) cells isolated from malignant ascites collected from a patient
diagnosed with invasive EOC. CX3CL1 is detected in CD326" cells and also in some CD326
cells. (F) Non-epithelial ovarian granulosa cell tumor, absence of CX3CL1 immunostaining.

(A-F) Magnification x 40.

Figure 2. Steady-state levels of CX3CL1 products in healthy and malignant ovaries. (A)
CX;CLI mRNA was detected by conventional PCR at the expected size (387 bp) in
representative specimens from 2 healthy ovaries, 5 cystadenomas (benign tumors), 2
borderline tumors, 5 adenocarcinomas (malignant tumors) and in the EOC-derived cell lines,
SKOV3, OVCAR3 and BG1. The white vertical line separates lanes not run on the same gel.
(B) CX;CLI mRNA levels were quantified by real-time PCR and are expressed as CX;CL/
content normalized to that of S-actin. The diagram shows the distribution of immunostaining
scores versus the amount of CX;CLI mRNAs normalized to those of S-actin for 5 EOC
samples. Each symbol represents an individual sample run in triplicate (mean value);
Spearman’s test, P < 0.05, r = 0.88. (C) CX3CL1 immunoblots of total protein lysates from
EOC specimens, from CD326" epithelial cell-enriched malignant ascites samples, and from
SKOV3, BG1 and OVCAR3 cell lines. The CX3CL1 protein is indicated as a ~90 kDa band.
B-actin levels are shown for normalization. (D) Detection by ELISA of sCX3;CL1 in the 24 h
culture medium of BG1, OVCAR3 and SKOV3 cells (data are means = SEM of three separate
experiments); undetectable sSCX3CL1 in the culture medium of HEK-293T cells (HEK), used

as a negative control.

Figure 3. Correlation of CX3CL1 and Ki-67 and GILZ in EOC. (A and B) CX3CL1 and
Ki-67 final scores (A, Spearman test, P < 0.01, r = 0.38) and CX3CL1 and GILZ final scores
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(B, Spearman test, P < 0.0001, r = 0.59) were positively correlated in 54 EOC specimens
including serous (black squares) and non serous (white squares) samples. (C) Dendrogram
generated by hierarchical agglomerative cluster analysis for the 54 EOC specimens studied,
against age at diagnosis, FIGO stage, grade, Ki-67, GILZ, CX;CL1 and CXCLI12
immunoreactivity levels. Two clusters are identified, with low (top) and high (bottom) levels

of proliferation. Relevant specimens are labeled with numbers.

Figure 4. GILZ upregulation increases CX3CL1 levels in ovarian epithelial malignant
cells. (A) CX3;CLI PCR signal intensity in CTRL and pGILZ BG-1 cells was quantified by
densitometry with normalization against the signal for f-actin; results are expressed as
CX;CL1/B-actin ratios. One experiment representative out of three. (B) Immunostaining for
CX5CL1 on CTRL and pGILZ BGI1 cytocentrifuged cells. Magnification x 40. (C) Total
cellular protein extracts of CTRL and pGILZ BG1 cells cultured with or without 100 ng/ml
PMA for 24 h were analyzed by western blotting with a specific Ab recognizing the
extracellular domain of CX3CL1. CX3CL1 levels were quantified by densitometry, with
normalization against the signal for -actin; results are expressed as CX;CL1/B-actin ratios.
One experiment representative of three. (D) Histograms show the release of sCX3CL1 into the
supernatant of cells treated or not with PMA, as measured by ELISA. Results are the means +
SEM of three independent experiments. *P < (.05, absence versus presence of PMA and P <

0.05, CTRL versus pGILZ BG1 cells (unpaired ¢ test).

Figure 5. Expression of CX;CRI1 in ovarian epithelial malignant cells. (A) Levels of
CX;CRI and of the pan-hematopoietic marker CD45 were determined by flow cytometry in 2
freshly dissociated samples of EOC specimens. Numbers indicate frequencies of CX;CR1"
CD45" cells. (B) Representative FACS profiles for CX3CRI1 levels in BG1 cells. Left, surface
expression of CX3CR1 under basal conditions; middle, surface expression of CX3CR1 in cells
after acidic treatment; right, expression of CX3CR1 in permeabilized cells. Numbers indicate
percentage of CX3CR1" cells (mean + SEM) for 3 independent experiments. (C) Histograms
show the fluorescence intensity of CX3;CRI1 staining at the surface of CTRL BGI cells
cultured in the presence of 1% or 10% FBS, and of CTRL and pGILZ BGI cells cultured in
the presence of 1% FBS. Numbers indicate the percentage of CX3CR1™ cells for one

representative experiment out of three.
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Figure 6. CX;CL1 promotes the proliferation of BG1 cells. (A-C) Proliferation was
measured by [*H]-thymidine incorporation (A) in CTRL cells incubated with or without 10
ng/ml rthCX3CL1 for 24 h, 9 independent experiments. Histograms represent means = SEM,
paired t test, P < 0.001; (B) in CTRL cells incubated with or without 10 ng/ml rhCX;CL1
for 24 h, in the presence or absence of 10 pg/ml CX3CRI1 antagonist; each symbol represents
an individual sample run in triplicate, lines represent mean values, * P < 0.05, ¢ test, one
representative experiment out of 3; (C) in pGILZ cells with and without treatment with 10
pg/ml CX;3CR1 antagonist replaced every 24 h for 72 h, each symbol represents an individual
sample run in triplicates, lines represent mean values, * P < 0.05, ¢ test, one representative
experiment out of 3. (D) Total cellular protein extracts of CTRL cells cultured in the presence
and absence of 10 ng/ml thCX3CL1 analyzed by western blotting with specific Abs. pAKT
levels were quantified by densitometry, with normalization against the signal for total AKT.
Results are expressed as pAKT/AKT ratios. One blot, representative of three carried out, is

shown.

Figure 7. Impact of GILZ overexpression in xenografted tumors. (A) pGILZ or CTRL
BG1 cells (40 x 10° cells/ml) were injected subcutaneously into the right flanks of nude mice.
Tumor size was measured every 5 days, for 35 days (N=3 mice per group). Tumor volume
[mm’] was calculated as follows: (length [mm]) x (width [mm])* x 0.5.%* P < 0.001
(unpaired ¢ test). (B) Total cellular protein extracts of xenografted tumors were analyzed by
western blotting with specific Abs. CX3CL1 and GILZ levels were quantified by
densitometry, with normalization against the signal for P-actin; results are expressed as
CX;3CL1 or GILZ/B-actin ratios. One blot representative of three carried out is shown. (C)
Serial sections of pGILZ and CTRL xenografted tumors were stained for CX3CL1, GILZ and
Ki-67. Negative control: no labeling was detected when each primary Ab was omitted.

Magnification x 40.
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Table 1. Correlations of CX3CL1, Ki-67 and GILZ immunoreactivity in EOC specimens.

All EOC specimens
N=154

Serous specimens
N=30

Non serous specimens
N=24

CX;CL1/ Ki-67

r=0.38
P <0.005

& =0.42
P <0.05

& =0.45
P <0.05

CX;CL1/GILZ

r=0.59
P <0.00001

r=0.64
P < 0.0001

r=0.57
AP <0.005

GILZ / Ki-67

r=0.57
4P <0.00001

r=0.57
P <0.001

r=0.57
AP <0.005

*Spearman’s test.
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Table 2. Identification of high- and low-proliferation clusters

Fisher’s test

Patient distribution statistical
significance
Cluster 1 Cluster 2
Low proliferation High proliferation
rate rate
All carcinomas 33 21
Age at diagnosis
< 60 year 21 10
> 60 year 12 11 NS
Histological types
Serous 17 13
Non serous 16 8 NS
Clear cells 6 0 P <0.05
Mucinous 5 3 NS
Endometrioid 4 3 NS
Undifferentiated 1 2 NS
Figo stages
IA-IIC 18 1
HIA-1IV 15 20 P <0.0001
Grades
<2 18 12
>2 15 9 NS
Ki-67 Immunostaining
Low scores (0-3) 29 7
High scores (4-7) 4 14 P <0.0001
GILZ immunostaining
Low scores (0-3) 27 6
High scores (4-7) 6 15 P <0.0001
CX;CL1 immunostaining
Low scores (0-4) 27 10
High scores (5-7) 6 11 P <0.01
CXCL12 immunostaining
Low scores (0-2) 16 12
High scores (3-7) 17 9 NS
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Table 3. Impact of CX3CL1 on cell proliferation and pAKT content in GILZ-negative (scored
0) EOC specimens.

CX3CL1 (scored 0) CX3CL1" (scored 2-6) Student

N=6 N=15 t test
Ki-67 scores 0.5+ 0.5 2+04 P <0.05
(mean + SEM)
% pAKT high 20% 64.2%
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Description of additional files

Supplementary Table 1
Clinical and histological parameters of patients

Supplementary Table 2
Antibodies used for immnohistochemistry, western blotting and flow cytometry

Supplementary Table 3
Primer sequences used for conventional and real-time PCR
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Additional File1

Supplementary Table 1. Clinical and histological parameters of patients

Patient number

Batage  Median Min-Max

Clinical parameters

Invasive ovarian tumors 54

Age (years)

Histological type

Serous 30
Endometrioid 7
Mucinous 8
Clear-cell 6
Undifferentiated 3

Disease stages

FIGO stages IA-IC 15 (12 1A+ 31C)
FIGO stages IIA-IIC 4 (211A + 2 11C)

FIGO stages llIA-IIIC 33 (2 1A + 6 1lIB + 25 11I§

FIGO stage IV 21V

Histological grade

Grade 1 8
Grade 2 13
Grade 3 24

Undetermined

56  [30-86]

55.6

13
14.8

A1

5.5

27.8
7.4
61.1

3.7

14.8
24.1
44.4

16.7




Additional File2

Supplementary Table 2. Antibodies used for immnohistochemistry, westewttbig and

flow cytometry

Experimental
Protein procedure  Species Type/Clone Dilution Origin
CXsCL1 IHC/WB Goat Polyclonal 1:20/1:100 R&D Systems
GlLZ IHC/WB Rabbit  Polyclonal 1:100/1:300 Tébu
CXCL12 IHC Mouse K15C 1:100 Pasteur Institute
(U819 Inserm)
PAKT (Ser 473) WB Rabbit  Polyclonal  1:1000 Cell signaling
Ki-67 IHC Mouse MIB-1 1:50 Dako
AKT WB Rabbit  Polyclonal  1:1000 Cell signaling
B-actin WB Goat Polyclonal  1:1000 Tébu
CX;5CRI1-FITC FC Rat 2A9-1 1:10 CliniSciences
CD45-PerCP FC Mouse HI30 1:10 Biolegend

WB, Western blot
IHC, Immunohistochemistry
FC, Flow cytometry



Additional File3

Supplementary Table 3. Primer sequences used for conventional and real-fi®R

Target PCR Forward and reverse primer sequences Size of Annealing
procedure (Eurogentec, France) amplicons temperature
CX3sCL1 Conventional 5-CCGAAGGAGAGCAATGGGTCAA-3' 387 bp 57°C

5-TTCCTACTCCCCCTGCTCAT-3’

CXsCL1 Real-time 5-GCTTTGCTCATCCACTATCAACA-3' 282 Dbp 60°C
5-GCTCCAGGCTACTGCTTTCG-3'

CX3CR1 Conventional 5-TTCCTACTCCCCCTGCTCAT-3 340 bp 62°C
5-CCTGTATGGGAAATGCCTGG-3’

GlLZ *Conventional / 5-TCTGCTTGGAGGGGATGTGG-3’ 294 bp 62 /65°C
Real-time 5-ACTTGTGGGGATTCGGGAGC-3’

Bactin  *Conventional / 5-TTCCTACTCCCCCTGCTCAT-3' 237 bp 55/60°C
Real-time  5-CCTGTATGGGAAATGCCTGG-3’

* the same primers were used for both conventiandlreal-time PCR.
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DISCUSSIONS ET PERESPECTIVES

Les tumeurs épithéliales représentent environ 988atuimeurs malignes ovariennes (Chen,
Ruiz et al. 2003). Le CEO représente une patholggee. En général, il est associé a un
mauvais pronostic en raison de son diagnostic suutardif et de I'émergence d'une
chimiorésistance. L’étude des facteurs contrib@alat croissance et a la progression tumorale
est indispensable pour identifier de nouvelles esibthérapeutiques. Plusieurs études ont
démontré les réles des chimiokines et de leurptéues dans la croissance et les métastases
de diverses tumeurs épithéliales primaires (Balk2@04; Lazennec and Richmond 2010).

Notre projet étudie plus particulierement leerdes deux chimiokines, SDF-1 et FKN dans
le CEO. Il a été déja identifié que les deux chkimies SDF-1 et FKN jouent un role
important dans la tumorigenese de différentes tusn@e cancer de la prostate, le cancer du

sein, le cancer pancréatique...) (Sun, Schneiddr 20@5; D'Haese, Demir et al. 2010).

Les tumeurs épithéliales de I'ovaire produisené quantité importante de SDF-1 (Zou,
Machelon et al. 2001). Le couple SDF-1/CXCR4 jonedle important dans I'angiogenése et
dans la croissance des tumeurs épithéliales dait@vTandis que le réle de SDF-1 médié par
son deuxieme récepteur, CXCR7 n’a pas été encodiéatans le CEO. Une étude récente a
démontré que SDF-1 augmente I'expression de la BKMNble (Cook, Hippensteel et al.
2010).

La FKN est une chimiokine étudiée pour son diportant dans le cancer. La FKN a des
effets paradoxaux dans les tumeurs (un réle amtetal ou un pro-tumoral) (voir chapitre de
la FKN) et pour I'instant le réle de la FKN dansgQ&O n’a jamais été étudié.

Dans ce contexte, nous nous sommes donnés patibde préciser la valeur pronostic de
SDF-1 dans le CEO et le réle de la FKN dans laifgrakion des cellules tumorales.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

L’expression de SDF-1 dans I'ovaire sain et dansdgumeurs épithéliales de

I'ovaire

La chimiokine SDF-1 a été détectée dans la pluges tumeurs y compris le cancer du sein,
le cancer de la prostate, le cancer du poumorariear pancréatique (Sun, Cheng et al. 2010).
Plusieurs études ont détecté I'expression trartsmmipelle et protéique de SDF-1 par les
cellules tumorales du CEO (Zou, Machelon et al.1208cotton, Wilson et al. 2002). Les
tumeurs épithéliales de I'ovaire produisent unengjt&simportante de SDF-1 (Zou, Machelon
et al. 2001). Dans ce contexte nous avons évatu@rission de SDF-1 dans I'épithélium de
I'ovaire sain et dans 183 échantillons du CEO danut d’étudier la valeur pronostic de
SDF-1 dans le CEO.

Notre résultat d'IHC de SDF-1 sur 183 échamslau CEO confirme bien les résultats des
études précédentes (Zou, Machelon et al. 2001t@cailson et al. 2002) qui montrent que
SDF-1 est exprimé par le CEO. Cette expression igean des cellules tumorales est
cytoplasmique avec un renforcement membranaires a@o'il n’a pas été détecté au niveau
du noyau. Conformément aux résultats précédentst{®c Wilson et al. 2002; Jiang, Wu et
al. 2006; Pils, Pinter et al. 2007), SDF-1 a étécté dans plus de 90% des patients a un stade
avancé du cancer. L'expression hétérogene de SB&ns le CEO (sur-expression versus
sous-expression) est confirmée par PCR en tempswédes échantillons du CEO. Scotton et
al. ont démontré une corrélation positive entrgdhression de SDF-1 et le grade des tumeurs
(Scotton, Wilson et al. 2002). Cependant, Pild.ebra montré que I'expression de SDF-1 ne
différe pas entre les tumeurs borderline et magies, Pinter et al. 2007). Notre résultat ne
révéle pas une différence significative de I'expi@s de SDF-1 entre les tumeurs de grade
faible (borderline et stade 1) et les tumeurs @elgravancée. Parmi les échantillons du CEO
qui expriment SDF-1, nous n'avons pas observéftigatice significative dans la production
de SDF-1 dans les quatre sous-types histologicggsi(x, a cellules claires, endométrioide et

mucineux) ce qui suggére que son expression epamdiante du type histologique.

Nos résultats démontrent clairement que SDF-1 restuite par les cellules épithéliales de
I'ovaire sain alors que cette expression n'a paslétectée précédemment (Scotton, Wilson et
al. 2002; Barbieri, Bajetto et al. 2010). Ceci paiirrésulter de différences entre notre

protocole expérimental et celui utilisé dans laglés précédentes. Par exemple, nous avons
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

utilisé un anticorps monoclonal anti-SDF-1 plutGeql'un anticorps polyclonal et nous avons
démasqué les sites de I'antigéne par un prétraiteenemicro-onde, ce qui pourrait améliorer

la sensibilité de 'immunomarquage. SDF-1 a égatdnéé détectée dans les trompes de
Fallope et dans les tumeurs bénignes. Ces résuitatgrent que I'expression de SDF-1

préexiste a la tumorigenése et que I'expressioBRIe-1 par les cellules épithéliales malignes
de l'ovaire, n'est pas consécutive a la maligrii® revanche, I'expression de SDF-1 n’a pas
été détectée dans les follicules ovariens, danevesytes, dans la tumeur non épithéliale de
'ovaire (la tumeur de la granulosa, dysgerminond@)ys le stroma et dans les cellules non-
epithéliales (CD32% de l'ascite maligne, suggérant que I'expressien SDF-1 dans la

tumeur de I'ovaire est spécifique a I'épithéliumaden.

Corrélation d'expression de SDF-1 avec les parameds cliniques et

pathologiques

Des études récentes ont évalué la valeur prigiestle I'expression de SDF-1 dans divers
cancers, dont le cancer du cb6lon (Akishima-FukasawWakanishi et al. 2009),
adénocarcinome pancréatique (Liang, Zhu et al. g0é@ancer du sein (Hassan, Ferrario et
al. 2009), cancer de l'cesophage (Sasaki, Natsugad. €009), cancer de l'endomeétre
(Gelmini, Mangoni et al. 2009), les tumeurs desuted germinales (Gilbert, Chandler et al.
2009). Ces différentes études montrent que lesankwe&levés d’expression de SDF-1 sont
associés a un mauvais pronostic a cause de l'augtien des métastases des cellules
cancéreuses et a une diminution de survie sansgasign tumorale avec une survie globale
courte. Tandis que deux études faites sur desnpetieatteintes de CEO montrent que les
niveaux d’expression deDF-1 n’a pas de valeur pronostique dans cetteuud&ang, Wu et
al. 2006; Pils, Pinter et al. 2007). Notre etuddébasée sur une grande cohorte homogene de
183 patientes, toutes traitées par chimiothérapiandard a base de TCG
(paclitaxel/carboplatin/gemcitabine). Les résultat$HC ont prouvé que les niveaux
d’expression de SDF-1 ne sont pas corrélés aveonades paramétres cliniques (les
différents sous types histologiques, le stade FI@Qe, I'indice de performance, la présence
ou l'absence dascite, lI'expression de HERZ2, ré&editumorale apred’intervention
chirurgicale). Ainsi, les patients atteints de tumseavec une production importante de SDF-1
(SDF-1-high) ont une survie sans progression tuleof®SP) et une survie globale

semblables a ceux des patients atteints de tunasas une production modéré de SDF-1
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

(SDF-1-Low). Nos résultats confirment ce qui a dérit préecédemment dans une étude sur
une petite cohorte de 80 patientes (Jiang, Wu. &08i6) et dans une étude de grande cohorte
de 148 patientes recevantes des traitements hété&e@Pils, Pinter et al. 2007).

Cette absence de valeur pronostique pour SD&A$ b CEO est un peu surprenante, car
cette chimiokine augmente la prolifération et laveu des cellules cancéreuses (Scotton,
Wilson et al. 2001; Scotton, Wilson et al. 2002rl#&a0, Bonavia et al. 2003; Kajiyama,
Shibata et al. 2008; Barbolina, Kim et al. 201@)drise I'angiogenése tumorale (Kryczek,
Lange et al. 2005), inhibe la réponse immunitagd'ltbte (Zou, Machelon et al. 2001) et joue
un réle dans la résistance a la chimiothérapie flypamique intrapéritonéale (Lis, Touboul et
al. 2011). Ce paradoxe peut s'expliquer par laifinade SDF-1 a I'héparine sulfate (famille
de glycosaminoglycane (GAG)) qui existe a la swfacellulaire et dans le
microenvironnement tumoral (Laguri, Arenzana-Sededeet al. 2008). Ce dernier empéche
la fixation de SDF-1 sur ces récepteurs (CXCR4 XCR7). Donc, il serait intéressant de
mesurer I'expression de SDF-1 en présence de Ifhapae, une enzyme qui participe a la
dégradation de I'héparine sulfate (Sanderson, Yaray. 2005). En outre, I'activité de SDF-1
peut étre dépendante de l'activité et de I'expaassie deux récepteurs (CXCR4 et CXCRY7).
Une étude faite sur 80 échantillons du cancer él@ih de I'ovaire montre que la
surexpression de CXCR4 est associée a un mauvanisgiic caractérisé par une diminution
de la survie sans progression tumorale avec unveesgiobale courte (Jiang, Wu et al. 2006).
Donc, il serait intéressant de mesurer I'expressies deux récepteurs de SDF-1 (CXCR4 et
CXCRY7) dans les 183 échantillons du CEO et de ahiter si leur expression a une valeur

pronostique sur la croissance tumorale et la sul@sepatientes atteintes du cancer.

L’expression du récepteur CXCR7 dans les tumeurs @héliales de I'ovaire

La chimiokine SDF-1 avec ses deux récepteurs RX€t CXCR7 constituent les couples
de chimiokines/récepteurs qui attirent le plus draiveau d’intérét en oncologie (Kryczek,
Wei et al. 2007; Barbieri, Bajetto et al. 2010)udteurs études ont montré le réle protumoral
du couple SDF-1/CXCR4 et SDF-1/CXCR7 dans diffeeetypes de cancers (Le cancer de la
prostate, le cancer du seir,cancer du poumon...) (Sun, Cheng et al. 201(). té déja

démontré que l'effet de SDF-1 médié par CXCR4 egligué dans la régulation de la
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

prolifération, la migration et l'invasion des cédisi cancéreuses (Scotton, Wilson et al. 2001;
Scotton, Wilson et al. 2002; Kajiyama, Shibatalef@08; Barbolina, Kim et al. 2010). Alors
que I'expression du CXCRY7 et son role dans les tusépithéliales de I'ovaire n’ont jamais

été etudiés.

Nous avons quantifié I'expression d’ARNmM de CXC#ans quatre échantillons du CEO et
dans les trois lignées cancéreuses : SKOV-3, OVGAR-BG-1 par PCR en temps réel et
I'expression cellulaire (dans les trois lignéesagaauses) par cytométrie en flux. Une faible
expression du récepteur CXCR7 a été détectée dansellules du CEQI est connu que
expression des genes peut étre régulee par desanisénes épigénétiques
(acétylation/déacytylation, méthylation/déméthylati phosphorylation/déphosphorylation...)
faisant intervenir des modifications de l'organisatde la chromatine (llli, Scopece et al.
2005; Matouk and Marsden 2008). Nous avons voualyaar si cette faible expression de
CXCRY7 dans le CEO est due a une régulation épiggreetiu gene de CXCRY7. Le traitement
des cellules BG-1 avec 50 ng/ml trichostatin A (JS@i est un inhibiteur de déacétylation
des histone$HDAC) pendant 48 h augmente I'expression ’ARNmMGKICR7 d’un facteur
8. Pour expliquer ces résultats, il serait intaaessde confirmer I'effet du TSA sur
'expression du CXCRY7 sur les deux autres lignd€®\&-3 et OVCAR-3 et de déterminer le
mécanisme d’augmentation de CXCR7 par le TSA atdetme et d’élucider a long terme le
réle joué par CXCR7 dans le CEO.

L’expression de la FKN dans l'ovaire sain et danseks tumeurs épithéliales

de l'ovaire

La FKN a été détectée dans différents types uheedrs, dont le neuroblastome, le
carcinome hépatocellulaire, le mélanome et la tundeucolon (Marchesi, Locatelli et al.
2010). En 2004, deux études ont déterminé I'expreste la FKN et son récepteur, gCR1,
dans les trompes de Fallope et dans I'endorflatmmuche interne de I'utérus) (Hannan, Jones
et al. 2004; Zhang, Shimoya et al. 2004). Tandes lgxpression de la FKN dans les tumeurs
épithéliales de I'ovaire n’a pas été étudiee. Cenguessite d’étudier le réle de la FKN dans

le microenvironnement du CEO.
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Premierement, nous avons recherché I'expresida FKN par immunohistochimie (IHC)
dans les tumeurs de I'ovaire. La FKN est exprim&endniere hétérogene dans le CEO (allant
de I'absence ou la faible expression a une forfression). Cette expression au niveau des
cellules tumorales est cytoplasmique. L'expressiétérogene de la FKN pourrait étre le
résultat d’'une modulation de l'activité de factevégulant son expression ou de processus

épigénétiques tels que la méthylation/déméthylagidbou acétylation/déacétylation de I'ADN.

Des études récentes montrent que la surfacedgre sain et les trompes de Fallope sont
considérées comme deux origines probables des tangpithéliales de I'ovaire (Karst and
Drapkin 2010; Levanon, Ng et al. 2010). Nous avibéigcté I'expression de la FKN dans les
trompes de Fallopes confirmant les résultats den@le al. (Zhang, Shimoya et al. 2004) et
dans la surface de I'ovaire sain pour la premiéie fEt nous avons également détecté que la
FKN est exprimée dans les tumeurs bénignes et bimele Ces résultats montrent que
I'expression de la FKN préexiste a la tumorigenesajui suggéere que son expression par les
cellules épithéliales malignes de l'ovaire, n’est ponsécutive a la malignité. En revanche, la
FKN n’a pas été détectée dans le cancer non &gitlid I'ovaire comme la tumeur de la
granulosa, suggérant que son expression dans lautue I'ovaire est spécifique a
I'épithélium ovarien. Il serait intéressant d’étedi’expression de la FKN dans d’autres

tumeurs non épithéliales (tumeurs germinales).

Le cancer épithélial de I'ovaire est un type acdmcer hétérogéne qui se caractérise par
l'existence de différents sous-types histologiqyeéreux, mucineux, endométrioide, a
cellules claires et indifféerenciées). Chaque typologique est associé a des événements
moléculaires différents durant 'oncogenése (Shiand Kurman 2004), et est caractérisé par
un profil d’expression de genes distincts (Zorn,n8we et al. 2005). Malgré son
hétérogénéité, la FKN est détectée dans tous pes tyistologiques du CEO. De plus, aucune
différence significative n'a été observée dansnliegaux d’expression de la FKN (classeés :
élevés vs faibles) entre les tumeurs séreuses settulmeurs non séreuses (mucineux,
endométrioide, a cellules claires et indifférengjéee qui suggere que son expression est

indépendante du type histologique.
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Pour confirmer les résultats d'IHC nous avonalé® I'expression de la FKN par PCR
semi-quantitative (dans I'épithélium d’'ovaire notm@ans la tumeur bénigne, borderline et
maligne et dans les 3 lignées cancéreuses : SKOWZAR-3 et BG-1), et par PCR en
temps réel (dans les 5 échantillons de CEO) etveatern blot (dans les cellules épithéliales
(CD326) de l'ascite maligne, dans des échantillons duweamalin et dans les 3 lignées

cancéreuses).

Nous avons également démontré qu’il existe umeélation positive entre I'expression
dARNm de la FKN par PCR en temps réel et lintéhside son marquage

d'immunohistochimie dans 5 échantillons du CEO.

La FKN existe sous deux formes: membranaire aibdé®l dont chacune joue un rdle
différent. La FKN membranaire joue plutbét un roland I'adhésion cellulaire et la FKN
soluble a une activité chimiotactique pour le remment des cellules qui expriment le
récepteur C¥CR1. Dans notre étude, nous avons démontré parAEldS$roduction de la
FKN soluble par les cellules du CEO (dans I'asgitdigne et dans les 3 lignées cancéreuses :
SKOV-3, OVCAR-3 et BG-1). Les résultats obtenus paISA et par western blot suggérant

une corrélation positive entre la production déotane soluble et la forme membranaire.

L’expression du récepteur de la FKN, CXCR1 dans les tumeurs

épithéliales de I'ovaire

L’activité biologique des chimiokines est médpgam I'interaction avec ses récepteurs. Le
récepteur CXCR1, le seul récepteur de la FKN (Bazan, Bacon. di9897) a été détecté dans
différents types de tumeurs, dont le cancer dedatate, le neuroblastome, le cancer du sein,
le mélanome.(Shulby, Dolloff et al. 2004; Andre, Cabioglu et @006; Ren, Chen et al.
2007; Nevo, Sagi-Assif et al. 2009). En revancbe, expression dans les tumeurs épithéliales
de I'ovaire n’a jamais été étudiée. D’ou I'importend’étudier I'expression du récepteur de la
FKN dans le CEO.

Nous avons mis en évidence par PCR I'expressi®RNm du récepteur C3CR1 dans des
échantillons de tumeur épithéliale de l'ovaire myadi et borderline et dans les 3 lignées
cancéreuses (SKOV-3, OVCAR-3 et BG-1), ce qui perina FKN d’exercer une activité
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autocrine. Alors que nous avons observé une absg@cson expression dans la tumeur

bénigne et par conséquent I'absence de I'activitéaine de la FKN.

Pour confirmer les résultats de PCR, nous awtnsgié I'expression membranaire du
récepteur dans la tumeur maligne et borderlineaesdes 3 lignées cancéreuses (SKOV-3,
OVCAR-3 et BG-1) par cytométrie en flux. Nous aval&tecté I'expression du récepteur
CX3CR1 dans la tumeur maligne et borderline alorsl guété faiblement détecté dans les 3
lignées sans avoir réalisé un lavage acide (unglaxide sert a séparer le ligand de son
récepteur et permet aux anticorps desCR1 de se fixer sur le récepteur). Aprés un lavage
acide I'expression de GKR1 a été fortement détectée dans les trois ligreéesevanche,
une expression intracellulaire tres importante dg@R1 a été mise en évidence aprés une
perméabilisation cellulaire, ce qui suggéere qwikte juste une quantité minime de {OR1

a la membrane capable de fixer son ligand FKN.
Roéle de la FKN dans les cellules du cancer épithaélide I'ovaire

La FKN a des effets paradoxaux dans les tuméilies peut jouer deux réles différents : un
réle anti-tumoral dans certains types de tumeutsadle pro-tumoral dans d’autres types de
tumeurs (D'Haese, Demir et al. 2010). L'effet dd~-Ka\N dans le cancer de I'ovaire n’a pas
encore été étudié. Pour cette raison, nous avouls v@terminer le role de la FKN dans le
cancer épithélial de I'ovaire. Nos résultats d’llH@ntrent une expression hétérogéne de la
FKN entre les différents prélevements de tumeulantade I'absence ou la faible expression
a une forte expression). Les études de corrélabohgdémontré que les niveaux d’expression
de la FKN sont corrélés positivement a ceux desqueurs de prolifération utilisés pour
caractériser les tumeurs : le marqueur de protiféraKi-67 (utilisé en routine comme un
facteur de prolifération) (Khouja, Baekelandt et2007) et GILZ a été identifié récemment
comme un facteur prolifératif des cellules du camgathélial de I'ovaire (Redjimi, Gaudin et
al. 2009). De plus, aucune différence significatiams la corrélation d’expression de la FKN
et du Ki-67 ou d’expression de la FKN et du GILA &té observée entre les tumeurs séreuses

et non séreuses.

Dans notre cohorte de 54 patientes, le regroepede sept parameétres (I'age au moment du

diagnostic, le stade FIGO, le classement histolsgidimmunomarquage de GILZ, Ki-67,
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FKN/CX3CL1 et CXCL12/SDF-1), en utilisant une approcheeasgante hiérarchique a
permis de distinguer deugroupes : un groupe avec une faible prolifératiomneautre groupe
avec une prolifération importante. Dans le groupecaune prolifération importante, nous
observons une expression importante de la FKN,Id& &t de I'indice de prolifération Ki-67

et un stade Figo avancé. En revanche, I'age au matnaliagnostic et la production de SDF-
1 n'étaient pas significativement différents efgsedeux groupes. Ces résultats montrent qu'’il
existe une corrélation entre I'expression de la FEINGILZ (les cellules tumorales qui
expriment plus de la FKN produisent plus de GILX¥pus nous sommes demandés si GILZ
contrble I'expression de la FKN dans les cellulesancer épithélial de I'ovaire sachant que
GILZ est connu réguler I'expression de diversesgines (Ayroldi and Riccardi 2009) et
certaines cytokines (Hamdi, Bigorgne et al. 2007).

Pour évaluer cette hypothese, nous avons confipagFession de la FKN entre la lignée
BG-1 control transfecté par un vecteur vide (BGTIRC) et la lignée BG-1 qui surexprime
GILZ d’'une facon stable en la transfectant avewerteur codant pour I'expression de GILZ
(p-GILZ). Une augmentation importante de I'expressiranscriptionnelle et protéique de la
FKN dans les lignées BG-1 pGILZ par rapport au BGTIRL a été confirmée par PCR
guantitative, western blot et par IHC sur des ¢edlicytocentrifugées. De plus, I'expression
de la FKN soluble augmente dans les lignées BG{LpGette augmentation d’expression
peut étre due simplement a une augmentation d’sgjane membranaire de la FKN (plus on a
de la FKN membranaire plus on a de la FKN solubt&)u elle est due a une augmentation
des enzymes de clivages de la forme membranaira d&KN comme ADAM10 et/ou
ADAM17 (Ludwig, Hundhausen et al. 2005). Alors,skrait intéressant de voir si GILZ
pourrait contrbler 'expression des enzymes deages ADAM10 et ADAM17Nos résultats
indiquent clairement que GILZ augmente la productie la FKN sous ses deux formes,

soluble et membranaire.

Nous avons validé ces résultats dans un modes®uris NUDE. Ces derniéres ont regu des
xénogreffes sous-cutanées soit de la lignée BGRLGJu soit de la lignée BG-1 pGILZ. Les
souris NUDE ayant eu des xénogreffes de la lignéd-BGILZ ont développé une tumeur
plus importante par rapport aux souris NUDE ayantdes xénogreffes de la lignée BG-1
CTRL. Les résultats du western blot et d'IHC s J&nogreffes tumorales ont démontré
gu’il y avait une augmentation parallele entredgpressions protéiques du GILZ et FKN. Ce

qui suggere que GILZ augmente I'expression de IBFK
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Par conséquent, la surexpression de GILZ damsxémogreffes des souris NUDE est
associée a une prolifération tumorale plus éleuge,croissance tumorale plus rapide et une

production plus importante de la FKN.

Pour étudier I'effet de la FKN sur la proliféoat des cellules cancéreuses de l'ovaire, nous
avons ajouté de la FKN recombinante humaine (HGIA) au milieu de culture des cellules
BG-1 (nous avons choisi cette lignée car nous awd®a démontré que la lignée BG-1
exprime une faible quantité de la FKN soluble embmnaire par rapport aux deux autres
lignées, SKOV-3 et OVCAR-3). La prolifération cddlire est mesurée par l'incorporatioa
thymidine triti€ée apres 24 h d’incubation avec deSX3;CL1. La prolifération cellulaire de la

lignée augmente en présence de la FKN.

Pour vérifier que I'effet de la FKN est médié gan interaction avec son récepteur, nous
avons mesuré l'effet prolifératif de la FKN recondnte en présence d'un analogue de la
FKN humaine (hCXCL1) avec une modification dans I'extrémité N-temale qui se lie au
récepteur CXCR1 humain (hCYXCR1) et agit comme un antagoniste (Dorgham, Ghadiri
al. 2009). La prolifération cellulaire a été fortemb réduite en présence de I'antagoniste, ce
qui indique que l'effet prolifératif de la FKN raobinante était consécutif a sa liaison a son
récepteur, CYCR1. Il serait intéressant d’étudier I'effet de FKN recombinante sur la
survie, I'apoptose et la migration cellulaire du@E

La voie des PI3K/AKT joue un réle important ddasrégulation de nombreux processus
biologiques (survie, prolifération synthése prot@y (Brazil, Yang et al. 2004). Elle est
frequemment hyperactivée dans les cancers notanuoaestle CEO (Altomare, Wang et al.
2004; Gao, Flynn et al. 2004). Une étude faite learcellules humaines du cancer de la
prostate montre que la FKN augmente la quantit@haespho-AKT (p-AKT, forme active)
(Shulby, Dolloff et al. 2004). Dans notre étudeusi@vons retrouvé une augmentation de la
production de p-AKT dans les cellules BG-1 traitaesc la FKN recombinante. En outre, les
échantillons du CEO identifiétsomme ne produisant pas GILZ ont été marqués pAKp
et FKN. L'expression de p-AKT est trois fois pluswe dans les échantillons qui expriment
fortement la FKN par rapport aux échantillons gxpranent peu de la FKN. Ce qui suggere
gue l'activation d’AKT mesurée par la quantité defdrme phosphorylée est la conséquence
de la production de FKN et que cette chimiokinerpaitistimuler la prolifération cellulaire,

méme en l'absence de GILZ. Donc, il serait intématssl’étudier I'effet de la FKN sur la
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prolifération cellulaire et sur l'activité d’AKT embsence de GILZ (transfection par des
SiRNA).

Il a été déja démontré que le carcinome hépkitaiee exprimant fortement GGCR1 et
FKN a un meilleur pronostic a cause de 'augmemtatie la survie globale et de la survie
sans progression tumorale (Matsubara, Ono et 8I7)2Egalement il a été déja démontré
dans le cas du cancer du poumon et du colon gogdtion sous cutanée des cellules
cancéreuses surexprimant la FKN (Guo, Chen etQfl3;2Nukiwa, Andarini et al. 2006)
transfectées par un vecteur codant pour la FKNiinthe réponse anti-tumorale importante.
Cette réponse est consécutive a I'effet chimioettirst puissant de FKN pour les cellules NK
et les lymphocytes T aux sites tumoraux ce quinairdié la croissance et la métastase de la
tumeur. Dans ce contexte, I'effet de la FiiNvivo dépend du microenvironnement tumoral,
donc il serait intéressant d'étudier l'effet de BN sur la croissance tumorale et sur
linvasion cellulaire par xénogreffe sous cutanéeingrapéritonéale des lignées du CEO
respectivement dans des souris NUDE. Il serait degalement intéressant d'étudier les
valeurs pronostiques de I'expression de;CR1 et de la FKN dans les différents échantillons
des patientes atteintes du CEO.
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Conclusion et perspectives

L’étude de SDF-1 par IHC sur 183 échantillons@HO confirme bien les résultats des
études précédentes qui montrent que SDF-1 estne&prar le CEO (Zou, Machelon et al.
2001; Scotton, Wilson et al. 2002) et que les nixediexpression de SDF-1 dans les cellules
tumorales n'ont pas de valeur pronostique sur levisuglobale et sur la survie sans
progression tumorale des patientes atteintes le (J&@g, Wu et al. 2006; Pils, Pinter et al.
2007).

Nous avons pu mettre en évidence, pour la prenf@s une expression de la FKN (la
forme membranaire et la forme soluble) et de saepteur (CXCR1) par les cellules du
cancer épithélial de I'ovaire. Notre étude rév@eur la premiere fois que GILZ (considéré
comme un facteur prolifératif des cellules du CE@Yymente I'expression de la FKN dans la
lignée cancéreuse BG-1 du CEO. Nous avons démguo#da FKN sous sa forme soluble
joue un rble clé dans la prolifération cellulairesdignées du CEO. Nos résultats indiquent
également que la FKN augmente la forme phosphol8KT, une molécule de voie de
signalisation impliqguée dans la progression tungoral

Une étude récente sur les neurones corticauxrengne SDF-1 augmente la production de
la forme soluble de la FKN par une augmentationl’ebgpression de la métalloprotéase
ADAML17, qui clive la forme membranaire de gX.1 (Cook, Hippensteel et al. 2010). Nos
résultats montrent bien la production des deux wiimes SDF-1 et FKN par les cellules du
CEO, donc il serait intéressant de déterminer gt-3Davorise, via l'induction de protéases,

la production de la forme soluble de {1 dans le CEO.

Nous envisageons également d’évaluer la valeamgstique de la FKN dans le CEO. En
utilisant la technologie des "tissue microarraysdbe a partir d’'une large cohorte de
patientes ayant recu le méme traitement par chir@iapie. L'expression de la FKN sera
corrélée a divers parameétres cliniques (ex: gratede FIGO) ainsi qu'a la survie des

patientes (survie globale et la survie sans pragregumorale).
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La compréhension des dérégulations moléculaimegliquées dans le processus de
transformation ou de progression tumorale et ddagela caractérisation des molécules
responsables de ces dysfonctionnements permetftaie part I'élaboration de nouvelles
thérapeutiques ciblée, et d’autre part, d’identifiees facteurs biologiques qui pourraient

renseigner sur la nature de la tumeur (établissenhemprofils biologiques des tumeurs) et
influencer le choix des stratégies thérapeutiques.

Schéma récapitulatif

Métalloprotéases

FKN membranaire FKN soluble

A

CX5CR1

Prolifération

Schéma récapitulatif d’action de GILZ et de la FKNdans les cellules du cancer
épithélial de I'ovaire
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RESUME

Le cancer épithélial de I'ovaire (CEO) est umeise majeure de mortalité par cancer gynécologiljuest
associé a un mauvais pronostic car il est souvecdulert & un stade tardif. Mieux comprendre leses et les
mécanismes moléculaires et cellulaires associ@peohression de ce cancer représente un enjeunmaje

Les deux chimiokines CXCL12/SDF-1 et fractalki(lEKN)/CX3;CL1 ont été impliquées dans diverses
tumeurs. La chimiokine SDF-1, a un effet immunoseppeur dans le CEO. Elle est aussi impliguée dans
'angiogenese tumorale. L'effet de SDF-1 médié PACR4 est également impliqué dans la régulatiortade
prolifération, la survie, la migration et l'invasiales cellules cancéreuses. La FKN, a largemeniété en
évidence dans les tissus épithéliaux et dans dozrsers ou elle peut avoir soit un role anti-tuahsoit un réle
pro-tumoral. Jusqu’'a présent la FKN n’a pas étdiétdans le CEO.

Dans notre étude, nous avons démontré I'expnesi® SDF-1 et de la FKN dans I'épithélium de szefde
I'ovaire sain et dans les tumeurs bénignes et masigCes résultats montrent que I'expression de BBtde la
FKN préexiste a la tumorigenése. Nous avons démamte expression hétérogene des deux chimiokines da
les cellules du CEO. Les niveaux d'expression dé-&0Odans les cellules tumorales sur une cohort&8%e
patientes n'ont aucune valeur pronostique sur faisglobale et sur la survie sans progression taleodes
patientes atteintes par le CEO. L'étude de la tatioh de I'expression de la FKN avec les deux matgs de
prolifération, Ki-67 et GILZ, sur une autre cohode 54 patientes, complétée par des expérieimcesro, a
montré que GILZ augmente I'expression de la FKNdetutre part que la FKN elle-méme augmente la
prolifération. Cette étude contribue a éluciderdle de SDF-1 et de la FKN dans le CEO.

English TITLE and ABSTRACT
Study of the two chemokines CXCL12/SDF-1 and fractkine (FKN)/CX ;CL1 in epithelial ovarian cancer
(EOC)

Little is known about the molecules that conitébto tumor growth of epithelial ovarian carcina(&OC)
that remains the most lethal gynecological neoplaswomen.

The two chemokines CXCL12/SDF-1 and fractalki(feKN)/CX3CL1 have been widely studied in
tumorigenesis. In epithelial ovarian cancer (EC&IPF-1 enhances tumor angiogenesis and contribatdset
immunosuppressive network. SDF-1 also acts on turedrproliferation and survival and, through itsaim
receptor CXCR4, governs the migration of maligregits and their invasion of the peritoneum. Thenableine
FKN has been documented in epithelial tissues andiious cancers. FKN have paradoxical effectsiinors:
anti-tumoral effect in some tumor entities and fanmoral effect in other tumor entities.

In our study, we demonstrated the expressicBF-1 and FKN on the surface epithelium of normadraes
and benign and malignant tumors, suggesting tiea¢xipression of these chemokines preexists to fgemsis.
We also demonstrated an heterogeneous expresskmttothemokines in EOC. In our large and homogesieo
cohort (183 specimens of EOC), SDF-1 expressioaldehiad no effect on overall survival or progresdiee
survival. Thus, SDF-1 expression by tumor epithel@ls is not in itself a valuable prognostic farcin patients
with advanced EOC. FKN immunostaining scores (irspdcimens of EOC) correlated positively with tve t
proliferation markers: Ki-67 and GILZn vitro, we demonstrated that GILZ increases the expnessid-KN
and that FKN itself increased proliferation. Thigdy contributes in elucidating the role of the taleemokines
SDF-1 and FKN in EOC.

Po6le: Immunologie et Biothérapies
MOTS-CLES: Cancer épithélial de Il'ovaire, CXCL12/SDF-1, valewpronostique, fractalkine
(FKN)/CX35CL1, GILZ, prolifération.

Adresse de l'unité ou la these été préparée Unité Inserm 996-Cytokines, Chimiokines et
immunopathologie-32, rue des carnets 92140 ClafReahce
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