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Résumé

L’adénocarcinome canalaire pancréatique constitue la troisiéme cause de mortalité attribuée au
cancer aux FEtats-Unis, principalement en raison d’un diagnostic tardif associ¢ a une
dissémination précoce de métastases. Depuis plusieurs décennies, les recherches se sont
focalisées sur les fibroblastes associés au cancer (CAFs) qui représentent le composant
cellulaire prédominant dans le stroma pancréatique. Les CAFs interagissent avec les cellules
cancéreuses afin de promouvoir la progression tumorale. La myoferline, une protéine impliquée
dans divers processus physiologiques liés a la membrane plasmique, a été identifiée comme
étant surexprimée dans le PDAC. 11 a ensuite ét¢ démontré que la myoferline jouait un réle dans
I’agressivité des cellules cancéreuses pancréatiques en favorisant la sécrétion du VEGF-A et en
régulant positivement le métabolisme mitochondrial. De plus, il a été établi que la myoferline
est un composant des exosomes dérivés des cellules cancéreuses. Dans cette étude, nous avons
investigué le role de la myoferline dans le dialogue qui s’établit entre les cellules stromales et

les cellules cancéreuses des tumeurs pancréatiques.

Dans un premier temps, notre objectif résidait dans la détermination de I’influence des CAFs
sur la prolifération et la migration des cellules cancéreuses. Nous n’avons pas constaté un
avantage prolifératif mais nous avons mis en évidence une stimulation de la migration
topotaxique et chimiotaxique des cellules cancéreuses pancréatiques. Cependant, la déplétion

en myoferline des CAFs n’a pas impacté la migration des cellules cancéreuses.

Curieusement, nous avons révélé que la déplétion en myoferline altérait la sécrétion de
cytokines par les CAFs. La production de RANTES (CCLS5) notamment, une chémokine
régulée par la voie de signalisation de NF-kB et impliquée dans la chémoattraction et
I’activation de cellules immunitaires, s’est avérée significativement accrue par les CAFs
dépourvus de myoferline. Cette observation nous a permis de formuler I’hypothése selon
laquelle la myoferline pourrait jouer un rdle dans la régulation immunitaire. Afin de vérifier
notre hypothése, nous avons évalu¢ I’impact des CAFs sur la migration des cellules
immunitaires Jurkat. Nous avons également mis en évidence que la déplétion en myoferline des

CAFs activait potentiellement la voie non canonique de NF-kB dans ces cellules.

En conclusion, ce travail a révélé un nouvel acteur sécrété sous la dépendance de la myoferline,
a savoir RANTES. Ce facteur produit par les CAFs est susceptible d’accroitre I’infiltration des

cellules immunitaires dans les tumeurs pancréatiques.



Abstract

Pancreatic ductal adenocarcinoma constitutes the third leading cause of cancer-related death in
the USA, due to late diagnosis associated with early metastatic spreading. For several decades,
research has focused on cancer-associated fibroblasts (CAFs), the predominant cellular
component of pancreatic stroma. CAFs interact with cancer cells to promote tumor progression.
Myoferlin, a protein involved in various physiological processes related to the plasma
membrane, has been identified as being overexpressed in PDAC. It has subsequently been
demonstrated that myoferlin plays a role in the aggressiveness of pancreatic cancer cells by
promoting the secretion of VEGF-A and increasing mitochondrial metabolism. Additionally, it
has been established that myoferlin is a component of exosomes derived from cancer cells. In
this study, we investigated the role of myoferlin in the crosstalk between stromal and cancer

cells in pancreatic tumors.

Initially, our aim was to determine the influence of CAFs on cancer cell proliferation and
migration. We did not find a proliferative advantage, but we did demonstrate stimulation of
topotaxic and chemotaxic migration of pancreatic cancer cells when exposed to CAFs.

However, myoferlin depletion in CAFs had no impact on cancer cell migration.

Curiously, we revealed that myoferlin depletion altered cytokine secretion by CAFs. In
particular, the production of RANTES (CCLS5), a chemokine regulated by the NF-«xB signaling
pathway and involved in chemoattraction and immune cell activation, was found to be
overproduced by myoferlin-depleted CAFs. This observation led us to formulate the hypothesis
that myoferlin potentially plays a role in immune regulation. To test our hypothesis, we assessed
the impact of CAFs on Jurkat immune cell migration. We also demonstrated that myoferlin

depletion from CAFs potentially activated the non-canonical NF-kB pathway in these cells.

In conclusion, this study has unveiled a new myoferlin-dependent secreted factor, namely
RANTES. This factor produced by CAFs, is potentially able to enhance the infiltration of

immune cells into pancreatic tumors.
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1. Introduction

1.1. Le pancréas

Le pancréas est un organe rétropéritonéal qui s’implante entre le duodénum et la rate, positionné
a ’arriére de I’estomac. Il peut étre divisé anatomiquement en quatre parties : la téte, le cou (ou
isthme), le corps et la queue (Figure 1A et 1B). La téte prend appui sur les segments descendants
et horizontaux du duodénum, avec lequel elle se relie au niveau de I’ampoule de Vater. Le cou,
quant a lui, s'étend latéralement a partir de la téte pour rejoindre le corps pancréatique. Les
parties constitutives du corps et de la queue du pancréas s'étendent sur la ligne médiane du corps
jusqu'a proximité de la rate. Enveloppé d’une fine capsule fibreuse, le pancréas segmente son

parenchyme en lobes et lobules [1].

Le pancréas est une glande amphicrine, ce qui signifie qu’il a des fonctions a la fois endocrines
et exocrines (Figure 1C). La partie exocrine du parenchyme représente 96 % du volume total
du pancréas et se compose d’acini et de canaux. Les acini, amas de cellules acinaires adoptant
une morphologie pyramidale, sécrétent le suc pancréatique dans le duodénum via le canal de
Wirsung et le canal accessoire. Le suc pancréatique, constitu¢ essentiellement d’eau,
d’¢lectrolytes et d’enzymes digestives tels que le trypsinogene, I’amylase et la lipase, assure la
digestion enzymatique de macromolécules en nutriments absorbables par l'intestin. Certaines
de ces enzymes sont sécrétées sous formes de zymogenes qui sont activées dans le duodénum.
Par ailleurs, les cellules canalaires produisent des ions bicarbonates (HCOs3") participant a la

neutralisation du pH acide du chyme provenant de I’estomac [2].

Le parenchyme endocrinien représente 4% du volume total du pancréas. Il se compose des ilots
de Langerhans dont le role est de sécréter des hormones peptidiques nécessaires, entre autres,
au stockage ou a la mobilisation des glucides, des acides aminés ou des triglycérides. Quatre

types de cellules sécrétrices de facteurs endocrines ont été identifiées [2]:

Cellules a, sécrétrices de glucagon.

Cellules B, sécrétrices d’insuline.

Cellules 0, sécrétrices de somatostatine.

Cellules PP, sécrétrices du polypeptide pancréatique.
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Figure 1 : Représentations anatomique et histologique du pancréas humain. A) Position du pancréas in situ. B) Le pancréas
est divisé en quatre parties anatomiquement distinctes : la téte, le cou, le corps et la queue. C) Histologie du pancréas : le tissu
exocrine est formé d’acini et d’un systéme canalaire tandis que le tissu endocrine est organisé en ilots de Langerhans constitués
de quatre types cellulaires (a, B, 6 et PP) [3].

1.2. [’adénocarcinome canalaire pancréatique
Le cancer du pancréas le plus courant est 1’adénocarcinome canalaire (PDAC), qui représente
plus de 90% de toutes les tumeurs malignes du pancréas. Il est associé & un mauvais pronostic
et a un faible taux de survie qui reste relativement inchangé depuis plusieurs années. En effet,
le taux global de survie a 5 ans est de 5 a 10%. Son mauvais pronostic est principalement di a

un diagnostic tardif et a la faible efficacité des traitements actuels [4].
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1.2.1. Epidémiologie

Le cancer du pancréas est le douziéme cancer le plus fréquent et représente la septiéme cause
de déces liée au cancer a 1’échelle mondiale. Du fait de sa prévalence croissante, il est prévu
qu’il devienne la deuxiéme cause de déces dans les prochaines années [5]. Les données de
I’Observation Mondiale du Cancer (GLOBOCAN 2020) ont été analysées afin d’évaluer la
situation épidémiologique mondiale [6]. Chaque cancer est analysé en fonction de son incidence
et de sa mortalité. L’incidence désigne le nombre de nouveaux cas survenant au cours d’une
période d’un an et dans une région géographique définie, rapporté a une population de 100 000
individus. Tandis que la mortalité correspond au nombre de décés survenant dans une période
d’un an dans une région précise pour 100 000 individus. En 2020, I’incidence mondiale du
cancer du pancréas était de 4,95/100 000 tandis que la mortalité s’élevait a 4,66/100 000. Le
nombre estimé de nouveaux cas dans le monde devrait augmenter de 29.2% (657 584 cas) entre
2020 et 2030 et de 61.7% (843772 cas) entre 2020 et 2040 (Figure 2A). Parallelement, le
nombre de déces devrait augmenter de 30.1% (620 818 déces) entre 2020 et 2030 et de 64.2%
entre 2020 et 2040 (801 333 déces) (Figure 2B) [7].

A 2020 2030 2040
peeeteteee  peeeeRReee  eeeeRRRRER ¢
11 feieied

496k 658k  (+29.2%) 844k (+61.7%)

B
peeeeeeee  peeeRReRe  eERERRERET

466k 621k (+30.1%) 801k  (+64.2%)

Figure 2 : Prédictions mondiales du PDAC par le GLOBOCAN en 2024. Estimations du nombre de nouveaux cas de PDAC
(A) et du nombre de déces (B) dans le monde en 2030 et en 2040 pour les deux sexes, de 0 a 85 ans (Adapté du GLOBOCAN
2024) [7].

1.2.2. Diagnostic du PDAC

L’échographie transabdominale est la premic¢re méthode de diagnostic du PDAC, bien qu’elle
n’exclue pas de petites tumeurs pancréatiques. Une tomodensitométrie et une imagerie par
résonnance magnétique (IRM) doivent étre réalisés chez les patients suspectés de PDAC afin
d’évaluer la progression de la maladie. Cependant, lorsque les résultats ne sont pas clairs, une
¢chographie endoscopique ou une endoscopie gastro-intestinale, bien qu’invasive, est

recommandée [8].
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Une augmentation du taux sérique de 1’antigéne CA-19-9 est le marqueur le plus utilisé dans le
diagnostic du PDAC (taux sérique : >100 U/mL). Il peut étre utilis¢ dans I’évaluation de
I’efficacité de traitement mais ne semble pas étre utile au diagnostic précoce de la maladie, di

a la présence de faux positifs a la suite d’une obstruction biliaire ou cirrhose [8].

1.2.3. Facteurs de risque du PDAC
Les facteurs de risque du PDAC peuvent étre classés en deux catégories principales. La
premicre catégorie regroupe des caractéristiques individuelles et la seconde concerne le mode

de vie et I’environnement [9].

Les facteurs de risque associés aux caractéristiques individuelles comprennent 1’age, le sexe et
les antécédents familiaux. En effet, le cancer du pancréas survient généralement chez les
personnes agées, avec un age médian de 70 ans au moment du diagnostic. De plus, les hommes
sont généralement plus souvent atteints que les femmes avec une incidence globale de
5,7/100 000 contrairement a 4,1/100 000 chez les femmes en 2020. Enfin, 5 a 10% des patients

ont des antécédents familiaux de cancer de pancréas [9].

Les facteurs de risque liés au mode de vie et a I’environnement incluent le tabagisme, la
consommation d’alcool, I’obésité et la pancréatite chronique. Une étude de cohorte a permis la
mise évidence d’une augmentation du risque du cancer du pancréas de 37% chez les fumeurs
par rapports aux non-fumeurs. Selon une autre étude réalisée par Jayasekara et ses collegues, la
consommation d’alcool était négativement corrélée a la durée de survie apres le diagnostic du
cancer du pancréas et a montré une augmentation de risque de déces de 9% [10]. Une méta-
analyse a montré que 1’obésité (IMC supérieur a 30kg/m?) peut augmenter le risque de cancer
de pancréas de 35%. Enfin, en raison d’une inflammation chronique, les patients atteints d’une
pancréatite chronique présentent un risque plus €élevé de développer un cancer du pancréas [11].
Néanmoins, ce risque est plus faible en comparaison des facteurs de risque cités ci-dessus étant
donné que moins de 1% des patients qui présentent un PDAC ont des antécédents de pancréatite

chronique [12].

1.2.4. Traitements du PDAC
En fonction du stade d’extension de la maladie au moment du diagnostic, le cancer du pancréas
est divisé en sous-groupes : tumeur résécable, tumeur limite résécable, tumeur localement
avancée ou tumeur métastasée. Lorsque les tumeurs sont limites résécables, le risque de récidive
précoce apres la chirurgie est significatif. Quant aux tumeurs localement avancées, elles se

caractérisent par une infiltration locale vers le systéme vasculaire.
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La seule approche potentiellement curative disponible pour le traitement du cancer pancréatique
consiste en une résection chirurgicale suivie d’une chimiothérapie adjuvante. Un traitement
adjuvant est administré apres le traitement principal dans le but de prévenir la réapparition de
la maladie et/ou la formation de métastases. Cependant, seul 10 a 15 % de patients atteints de
PDAC sont ¢ligibles a une résection au moment du diagnostic tandis que 80 a 90% des patients
sont considérés comme non résécables car ils présentent des stades localement avancés, ou des
métastases a distance. Chez les patients atteints d’un PDAC limite résécable ou localement
avancé, une chimiothérapie systémique néo-adjuvante est administrée en premiére intention.
Le traitement néo-adjuvant précéde le traitement principal dans le but d’améliorer le controle
local de la tumeur. Cela englobe les analogues nucléosidiques notamment la gemcitabine seule
ou en combinaison avec la capécitabine, le 5-fluorouracile (5-FU) en monothérapie ou en
combinaison FOLFIRINOX. La gemcitabine est un antimétabolite qui, apres phosphorylation,
s’incorpore dans ’ADN en synthése et bloque cette dernic¢re. La capécitabine, également un
antimétabolite, contient une fraction cytotoxique, le 5-FU, qui une fois métabolisé génére deux
métabolites actifs, F-dUMP et le F-UTP, inhibant respectivement la synthése de I’ADN et de
I’ARN [13] (consult¢ le 25/3/24). Le FOLFIRINOX est une chimiothérapie combinée

composée de quatre composés différents :

- la leucovorin, un dérivé de I’acide folique, qui inhibe la synthése des purines et
pyrimidines [14] (consulté le 5/1/24).

- DP’oxaliplatin, un complexe organoplatine, qui bloque la réplication et la transcription de
I’ADN [15] (consulté le 5/1/24).

- Dirinotecan, un dérivé semi-synthétique de la camptothécine, qui inhibe I’activité de la
topoisomérase I. Cette inhibition entraine des cassures de I’ADN déclenchant I’apoptose
[16] (consulté le 5/1/24).

- le 5-fluorouracile (5-FU), un analogue de pyrimidine, dont les métabolites actifs (F-
UMP et F-dUMP) inhibent ’activité de la thymidylate synthase nécessaire a la synthése
de thymidine et donc d’ADN [17] (consulté le 5/1/24).

La radiothérapie néo-adjuvante peut également étre envisagée dans le but d’améliorer le
controle local de la tumeur chez les patients atteints de PDAC localement avancé et limite
résécable [18], [19]. En ce qui concerne les PDAC métastasiques, la thérapie standard consiste
en 'utilisation du FOLFIRINOX ou la gemcitabine en monothérapie avec une intention
simplement palliative [20]. Bien que le FOLFIRINOX améliore considérablement la survie

médiane des patients par rapport a la gemcitabine seule ou combinée au nab-paclitaxel [21], ce
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schéma thérapeutique est accompagné d’une toxicité accrue. C’est pourquoi, il est réservé aux
patients atteints d’un cancer du pancréas métastatique présentant un état général satisfaisant

[22].

1.2.5. Caractéristiques du PDAC

1.2.5.1. Plasticité et héterogenéité tumorale
Le pancréas contient des cellules exocrines (cellules acinaires), épithéliales (cellules canalaires)
et endocrines (cellules a, B, 0 et PP). Lors de situations de stress, d’inflammation ou de
dommages tissulaires, les cellules acinaires subissent une transdifférenciation appelée « Acinar
to Ductal Metaplasia » (ADM), au cours de laquelle elles adoptent un phénotype plus semblable
a celui des cellules épithéliales [23]. Au cours de I’ADM, les cellules acinaires sont plus
susceptibles d’acquérir des mutations et peuvent étre a I’origine de Iésions prénéoplasiques
appelées « Pancreatic Intraepithelial Neoplasia » (PanIN) (Figure 3) [24]. Ces lésions sont

classées en différents stades en fonction de leurs caractéristiques histologiques :

- PanIN-1A: 1¢ésion de bas grade ressemblant au tissu d’origine.

- PanIN-1B : Iésion de bas grade avec des atypies cytologiques et architecturales minimes
(la Iésion acquiert une architecture papillaire).

- PanIN-2 : lésion présentant des atypies cytologiques et architecturales légéres a
modérées tel qu’un polymorphisme nucléaire.

- PanIN-3 : Iésion de haut grade avec des atypies cytologiques et architecturales séveres

sans invasion a travers la membrane basale.

Ces transformations sont induites par des mutations génétiques progressives de plusieurs proto-
oncogenes ou genes suppresseurs de tumeurs [25]. Les mutations les plus fréquentes du PDAC

concernent les genes :

- KRAS, un proto-oncogeéne codant pour une petite GTPase mutée dans plus de 90% des
tumeurs du pancréas.

- TP53, un gene suppresseur de tumeurs codant pour la protéine p53 et muté dans 80%
des tumeurs du pancréas.

- CDKN24, un geéne suppresseur de tumeurs codant pour l'inhibiteur de la kinase
dépendant de la cycline et muté dans 60% des cas.

- SMAD4,un géne suppresseur de tumeurs codant une protéine participant a la régulation
de ’expression de génes en réponse au « Transforming growth factor beta » (TGFf). Ce

geéne est muté dans 40% des cas de cancer du pancréas.
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Figure 3 : Carcinogenése du PDAC. Le PDAC survient a travers plusieurs étapes allant des 1ésions précurseurs (ADM) 4 la
progression de lésions dysplasiques de bas grades a haut grades avec 1’acquisition d’atypies cytologiques et d’aberrations
génétiques (la mutation dans le géne KRAS étant la plus précoce) [26].

Néanmoins, la cellule d’origine du PDAC reste débattue. Les PanINs sont les 1ésions les plus
fréquemment observées (80 a 85%) et se développent a partir d’une cellule acinaire tandis que
10% a 15% des cas de PDAC sont attribués a des « Intraductal Papillary Mucinous Neoplasms »
(IPMNs) qui proviendraient d’une cellule ductale [27].

1.2.5.2.Microenvironnement desmoplasique, hypoxique et immunosuppresseur
Une caractéristique du microenvironnement du PDAC est la présence d’un stroma
desmoplasique, représentant jusqu’a 90% du volume tumoral. Ce stroma est composé de divers
¢léments cellulaires, notamment les « Pancreatic Stellate Cells » (PSC), les « Cancer-
Associated Fibroblasts » (CAFs), des cellules immunitaires, des cellules endothéliales ainsi que
des composants acellulaires tels que le collagene fibrillaire (majoritairement collagéne 1), les
glycoprotéines (fibronectine), les protéoglycanes (lumican, versican), des facteurs de
croissance, des cytokines, des chimiokines et des vésicules extracellulaires (Figure 4) [28]. La
réaction desmoplasique ou fibrose tumorale, se manifeste par une formation excessive de tissus

fibreux dans le stroma de la tumeur, principalement attribuable a ’activité des myofibroblastes.

La contribution de la desmoplasie associée au microenvironnement tumoral dans la progression
du PDAC reste controversée. D’une part, la densit¢ de ’ECM dans le PDAC entrave
physiquement le systéme vasculaire, limitant ainsi I’administration d’agents thérapeutiques par
voie intraveineuse et I’infiltration des cellules immunitaires [29]. D’autre part, des données
suggerent que 1’absence de dépdot d’ECM pourrait favoriser la dissémination des cellules
cancéreuses du site primaire de la tumeur vers des sites distants, comme observé dans des

modeles murins ou une augmentation du nombre de vaisseaux sanguins a été observée [30].
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Une autre caractéristique du microenvironnement associ¢ au PDAC est I’hypoxie. Cette
condition résulte principalement de la présence du stroma desmoplasique, de la prolifération
¢élevée des cellules cancéreuses qui entraine une demande accrue d’oxygene, ainsi que d’une
mauvaise vascularisation qui compromet ’apport en oxygéne. En réponse a 1’hypoxie,
I’« Hypoxia Inducible Factor 1 subunit alpha » (HIF-1a) subit une translocation vers le noyau
et, en collaboration avec des coactivateurs, induit la transcription de génes qui conférent aux

cellules cancéreuses une résistance aux thérapies et un phénotype plus agressif [31].

Ces deux caractéristiques s’accompagnent d’une accumulation de cellules my¢loides tels que
des macrophages qui ont adopté un état immunosuppresseur soutenant la progression du PDAC.
Bien que trés intéressant, nous ne nous attarderons pas sur le microenvironnement

immunosuppresseur du PDAC dans le cadre de ce mémoire [26].

Normal pancreas tissue Pancreatic ductal adenocarcinoma

‘ L’ 7 ' -

Acinar Normall duct Pancreatic Dysplastic duct Cancer  Cancer-associated Extracellular
epithelial cell stellate cell  epithelial cell cell fibroblast

cell

Blood Resident Macrophage Lymphocyte Mast Myeloid-derived
vessel fibroblast cell suppressor cell

Figure 4 : Microenvironnement desmoplasique du PDAC caractérisé par la présence de CAFs, d’ECM abondante, de
cellules myéloides suppressives et d’un réseau vasculaire désorganisé [26].

1.2.5.3.Formation de métastases
Une autre caractéristique du PDAC est la formation précoce de métastases. Au moment du
diagnostic de la maladie, plus de 50% de patients atteints de PDAC présentent déja des
métastases, majoritairement situées au niveau du foie, des poumons et de la cavité péritonéale.
Cette tendance s’explique principalement par des symptomes non spécifiques et par 1’absence

de marqueurs cliniques précoces disponibles.
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1.2.5.4.Résistance thérapeutique
La derniére caractéristique du PDAC est I’acquisition d’une résistance aux traitements. Comme
mentionné précédemment, les modalités thérapeutiques de premiere ligne impliquent
I’utilisation de la gemcitabine et du FOLFIRINOX. Toutefois, la chimiorésistance intrinseque
ou acquise limite I’efficacité de ces traitements. Une augmentation de I’expression de la
thymidylate synthase (TS) et de la dihydropyrimidine déshydrogénase (DPD), qui catabolise le
5-FU, contribue a la résistance au traitement par FOLFIRINOX [32]. Par ailleurs, des données
récentes indiquent que les CAFs limitent 1’efficacité du traitement a la gemcitabine en
métabolisant ce dernier en dFACTP, un métabolite qui ne peut pas traverser les membranes
cellulaires, réduisant ainsi la concentration efficace du composé actif dans les cellules tumorales

[33].

1.3. Cancer-Associated Fibroblasts (CAFs)
1.3.1. Origine des CAFs

Les CAFs constituent une population hautement hétérogéne, provenant généralement de trois
sources principales : les fibroblastes résidents, les PSCs et les cellules souches
mésenchymateuses. Les fibroblastes résidents sont des cellules mésenchymateuses qui
interviennent dans le processus de la cicatrisation des blessures et sont activées de manicre
transitoire. Les PSCs, quant a elles, sont caractérisées par la présence de nombreuses
gouttelettes lipidiques ayant la capacité de stocker de la vitamine A. Enfin, les cellules souches
mésenchymateuses sont des cellules progénitrices multipotentes adultes qui ont la capacité de
s’auto-renouveler et de se différencier en divers types cellulaires [34]. Dans le contexte du
PDAC, ces trois types cellulaires sont stimulés par des facteurs paracrines, tel que TGF-B1 ou

des interleukines, et adoptent un phénotype activé [35].

1.3.2. Sous-types de CAFs dans le PDAC
De nos jours, plusieurs sous-types de CAFs ont été identifiés tels que les « Myofibroblastic
Cancer-Associated  Fibroblasts » (myCAF), les «Inflammatory Cancer-Associated
Fibroblasts » (1ICAF) et les « Antigen-Presenting Cancer-Associated Fibroblasts » (apCAF)
[36].

Lors de la cicatrisation d’une plaie, les fibroblastes résidents se transforment en
myofibroblastes, caractérisés par I’expression d’ « alpha smooth muscle actin » (a-SMA), grace
a la signalisation du TGF-. Cette transition vise a favoriser la synthése des constituants de

I’ECM et de la membrane basale [37]. Une fois ce processus terminé, les myofibroblastes
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entrent en apoptose et disparaissent. Cependant, une activation continue des fibroblastes peut
induire des modifications épigénétiques conduisant a une production accrue d’ECM menant a
une desmoplasie [38]. Les myCAFs constituent le sous-type de CAFs le plus prédominant dans

le stroma (50%) du PDAC [28].

En ce qui concerne les iCAFs, ils se distinguent par leurs fonctions immuno-régulatrices et
inflammatoires. En effet, les iCAFs expriment des ligands immunosuppresseurs tels que le
CXCL-12 et Dinterleukine-6 (IL-6). Le ligand CXCL12 entrave le recrutement des
lymphocytes T dans le microenvironnement tumoral. De plus, une étude a démontré que
CXCLI12 favorise la prolifération et la dissémination tumorale en agissant sur les cellules

tumorales par I’intermédiaire de 1’IL-6 [28].

Les apCAFs, bien qu’ils représentent une fraction minoritaire parmi les sous-populations des
CAFs, contribueraient a la suppression immunitaire dans le PDAC. Ils ont la capacité de
présenter des antigénes aux lymphocytes T CD4" en exprimant le complexe majeur
d’histocompatibilité-II (MHC-II) a leur surface, mais ils ne possédent pas les molécules co-
stimulatrices (CD80, CD86 et CD40) nécessaires a la prolifération des lymphocytes T. Par
conséquent, le MHC-II pourrait agir comme des récepteurs leurres pour désactiver les

lymphocytes T [39]. Cependant, I’existence des apCAF chez I’humain reste débattue [40].

Une autre sous-population de CAFs, les CAFs Meflin®, semblent inhiber le remodelage
structurel de I’ECM, et sont ainsi associés a un pronostic plus favorable chez les patients atteints

de PDAC [41].

Les sous-types de CAFs présentent une plasticité importante et peuvent s’interconvertir I’'un en
I’autre, permettant un remodelage et une adaptation constante du stroma tumoral aux agents

thérapeutiques [42].

1.4. Dialogue entre les CAFs et les cellules cancéreuses pancréatiques
En 2008, Vonlaufen et ses collégues ont rapporté, pour la premicre fois, une accélération de la
croissance tumorale pancréatique et 1I’apparition de métastases apres 1’injection orthotopique de
cellules cancéreuses pancréatiques en présence de PSC dans une souris nude athymique
(BALB/c), comparativement a l’injection de cellules cancéreuses seules. Leur étude a
¢galement mis en évidence I’existence d’une interaction réciproque entre les cellules

cancéreuses et les CAFs [43].
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1.4.1. Le dialogue bidirectionnel entre les cellules cancéreuses et les CAFs favorise la
progression tumorale
Une étude a révélé 'existence d’un réseau de signalisation réciproque entre les cellules
cancéreuses et les CAFs. Plus précisément, les cellules tumorales mutées dans le gene KRAS
communiquent avec les PSC via la signalisation Sonic Hedgehog (SHH). Sous cette influence,
les PSC activés augmentent la sécrétion d’éléments de ’ECM, d’« Insulin-Like Growth Factor
1 » (IGF1) et de « Growth Arrest specific 6 » (GAS6), lesquels régulent la prolifération des
cellules cancéreuses, les protégent de 1’apoptose et renforcent leur capacité mitochondriale via

un axe IGFIR/AXL-AKT [44].

Une autre étude a mis en évidence que les cellules cancéreuses mutées dans le géne 7P53,
caractérisées par une activité persistante de STAT3 et de la voie de signalisation NF-kB, peuvent
éduquer les CAFs a établir un environnement pro-métastatique et chimiorésistant. En effet, les
cellules cancéreuses mutantes 7P53 sécrétent de maniere accrue le facteur de nécrose tumorale
TNF-a, stimulant la production de perlecan par les CAFs. Le perlecan est un protéoglycan de

I’ECM qui favorise un environnement propice a I’invasion et aux métastases [45].

1.4.2. Effet des CAFs sur le métabolisme des cellules cancéreuses
Au cours de la progression tumorale, les cellules cancéreuses adaptent leur métabolisme pour
soutenir leur taux de prolifération élevé. L’effet Warburg décrit un changement métabolique
dans la production d’énergie cellulaire, passant de la phosphorylation oxydative mitochondriale
a une augmentation de la glycolyse, méme en présence d’une quantité suffisante d’oxygene.
Cependant, récemment, le phénomeéne « Reverse Warburg Effect » a émergé, dans lequel les

cellules tumorales et les CAFs deviennent métaboliquement interdépendants (Figure 5).

Les CAFs peuvent moduler le métabolisme des cellules cancéreuses via I’échange de
métabolites. En effet, les CAFs présentent une activité glycolytique et une sécrétion de lactate
¢levée, via le transporteur de lactate MCT4, qui favorise la progression tumorale [46]. De plus,
I’autophagie réalisée par les CAFs fournit un acide aminé non essentiel, 1’alanine, qui s’avere
étre une source alternative de carbone pour répondre aux besoins métaboliques des cellules
cancéreuses. L’utilisation de cette nouvelle source d’énergie diminue la dépendance des cellules
cancéreuses a 1’égard du glucose limité dans le microenvironnement tumoral [47]. Les CAFs
peuvent également stimuler le métabolisme des acides aminés a chaine ramifiée (BCAA) en
sécrétant des alpha-cétoacides a chaine ramifiée, tel que 1’acide a-ketoisovalérique, alimentant

le cycle de Krebs [48]. Enfin, les CAFs peuvent échanger des métabolites dérivés de lipides

INTRODUCTION | 11



telle que la lysophosphatidylcholine (LPC) qui sera métabolisée en acide lysophosphatidique
favorisant la prolifération et la migration via I’activation de la protéine kinase B (PKB) dans

les cellules cancéreuses pancréatiques [49].

Les CAFs peuvent également reprogrammer le métabolisme des cellules cancéreuses via des
exosomes. Ces derniers sont des vésicules extracellulaires, dont la taille varie de 50 a 150 nm
de diametre, qui assurent la communication intercellulaire. Les exosomes transportent divers
constituants tels que des acides aminés, des lipides ou des intermédiaires du cycle de Krebs.
Une fois les exosomes délivrés aux cellules cancéreuses, le contenu de ceux-ci (miARN)
entrave la respiration mitochondriale et favorise la prolifération via une glycolyse accrue [50].
En outre, les exosomes dérivés des CAFs peuvent contribuer a la résistance des cellules
cancéreuses pancréatiques a la chimiothérapie, en particulier a la gemcitabine, en apportant un

facteur induisant la chimiorésistance (miRNA-106b) [51].
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Figure S : Effets des CAFs sur la prolifération et la migration des cellules cancéreuses vie 'échange de métabolites dans
le PDAC. Les CAFs influencent la croissance et la migration des cellules cancéreuses en sécrétant du lactate, des acides aminés
(alanine), des lipides (alpha-cétoacide a chaine ramifiée) et des exosomes [28].

1.5. La myoferline
La myoferline est une protéine transmembranaire appartenant a la famille des ferlines qui sont
des protéines impliquées dans la fusion des membranes. Chez I’humain, la premiére ferline
découverte a été la dysferline, impliquée dans la réparation de la membrane plasmique des
cellules musculaires squelettiques. Apres peu de temps, le géne de la myoferline (MYOF) a été

découvert grace a un grand pourcentage de similarité avec celui de la dysferline (69% de
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similitude entre les séquences de nucléotides de la myoferline et de la dysferline). Alors que les
mutations du géne de la dysferline provoquent la myopathie de Miyoshi et la dystrophie
musculaire de type 2B, les mutations du géne de la myoferline ne semblent pas étre directement
associées a une maladie génétique. Cependant, le knock-out du géne Myof chez la souris induit

une diminution de la régénération musculaire et un phénotype dystrophique [51].

Le géne MYOF se situe sur le chromosome 10q23.33 et est composé de 54 exons codant pour
9 variants d’épissage dont 4 qui ne sont pas traduits en protéines. Parmi les isoformes de la
MYOF, les isoformes 1 (230kDa) et 5 (175kDa) sont prédominantes dans le cancer du pancréas.
Dans un contexte physiologique, la myoferline est fortement exprimée dans les myoblastes, les
cellules endothéliales, les muscles cardiaques et squelettiques, le tissu pulmonaire, tandis

qu’elle est faiblement exprimée dans les reins, le placenta et le cerveau [52].

1.5.1. Structure de la myoferline
La myoferline comprend sept domaines de type C2 (C2A, C2B, C2C, C2D, C2E, C2F et C2G),
un domaine Ferline A (FerA) positionné au centre, un domaine DYSF et un domaine
transmembranaire carboxy-terminal (Figure 6A). De maniére générale, les domaines C2
interagissent avec des phospholipides membranaires de fagon dépendante du Ca?'. Plus
précisément, le domaine C2A se lie aux bicouches de phospholipides chargés négativement
ayant une fraction élevée en phosphatidylsérine. Le domaine C2B se lie directement au domaine
EHD?2 associ¢ au transport endocytaire tels que I’internalisation et le recyclage des récepteurs
de surface cellulaire. Le domaine FerA lie les phospholipides chargés négativement de manicre
indépendante du calcium. Enfin, le domaine DysF peut se lier a la cavéoline-3 qui est une
protéine de la membrane plasmique des cavéoles trouvée dans la plupart des types cellulaires

[53].

4 \' » %J‘:

Figure 6 : Structure de la myoferline. A) La myoferline contient plusieurs domaines : sept domaines C2, un domaine FerA,
un domaine DYSF ainsi qu'un domaine transmembranaire C-terminal. B) Structure tridimensionnelle de la myoferline
(produite par alphafold) [54].
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1.5.2. Roles physiologiques de la myoferline
La myoferline a été initialement décrite dans la croissance et la régénération musculaire. Elle
est exprimée dans les myoblastes en cours de fusion qui sont des cellules souches a 1’origine de
la formation des syncytia des muscles squelettiques. Elle permet la fusion des myoblastes en
myotubes ainsi que la fusion de myoblastes avec un myotube préexistant et ce grace au domaine
C2B qui lie EHD2 [55], [56]. La myoferline participe également au recyclage du récepteur a
I’IGF1 qui est une protéine importante dans la régulation de la croissance musculaire. C’est
pourquoi, lorsque nous retirons le géne de la myoferline, nous obtenons un phénotype

dystrophique dans une souris KO Myof [57].

La myoferline est également exprimée a la membrane plasmique des cellules endothéliales. Elle
joue un role important dans la prolifération, la migration et la libération d’oxyde nitrique des
cellules endothéliales médiées par le « Vascular Endothelial Growth Factor » (VEFG). Plus
précisément, elle participe a la régénération de la membrane aprés un dommage physique en
dirigeant les vésicules contenant le « Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 2 »
(VEGFR-2) vers la membrane plasmique pour favoriser son expression a la surface et
I’empécher d’étre dégradé par le protéasome. Elle est également impliquée dans le processus
d’endocytose des cellules endothéliales en formant un complexe avec la dynamine-2 et la
cavéoline-1 [58]. Ainsi, lorsque la myoferline est déplétée, le VEGFR-2 est dégradé et les

cellules endothéliales prolifeérent et migrent moins [59].

Enfin, la myoferline est abondante dans les pré-adipocytes et y joue un rdle dans la

différenciation en adipocytes matures [60].

1.5.3. Roles de la myoferline dans les cellules cancéreuses pancréatiques
Comme mentionné précédemment, la myoferline est impliquée dans plusieurs processus
associés a la membrane plasmique tels que la fusion, la réparation membranaire, le trafic
vésiculaire, le recyclage des récepteurs membranaires, 1’endocytose et I’exocytose. Etant donné
que ces processus liés a la membrane sont essentiels pour la progression, I’adaptation et la
survie des cellules cancéreuses, la myoferline semble étre importante pour le caractére malin

de celles-ci.

En 2011, grace a une analyse de I’expression génique différentielle, la myoferline a été
identifiée parmi les protéines surexprimées dans le PDAC [61]. Une autre étude a révélé une
corrélation entre le niveau d’expression de la myoferline et le grade histologique de 154 patients

atteints de PDAC suggérant une implication de la myoferline dans 1’agressivité et le pronostic
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du PDAC. Par ailleurs, il a été démontré que les patients ayant une expression de la myoferline
dans le tissu tumoral avaient une survie globale significativement inférieure a ceux présentant

une tumeur myoferline négative [62].

Depuis la mise en évidence de la myoferline comme potentiel biomarqueur en 2011, le
Laboratoire de Recherche sur les Métastases a su identifier le role pro-tumoral de la myoferline

dans différents types de cancer et via différents mécanismes que je vais décrire ci-dessous.

Une étude réalisée sur des cellules cancéreuses BxPC-3, montre I’importance de la myoferline
dans I’angiogenese. En effet, la myoferline est importante dans la sécrétion du VEGFA, ainsi
que dans la régulation des récepteurs pro-angiogéniques tels que Tie-2 et VEGFR-2 [63]. La
myoferline joue donc un rdle clé dans la croissance et la vascularisation des tumeurs
pancréatiques. Par conséquent, il a été démontré que la déplétion de la myoferline dans des

tissus murins pancréatiques entrainait une atténuation de I’angiogenése [64].

En plus de jouer un rdle dans la prolifération et I’angiogenése, la myoferline est un composant
des exosomes dérivés des cellules cancéreuses de différentes origines et participant a la
progression du cancer. La déplétion de la myoferline dans les exosomes cause une diminution
de la taille des exosomes, une modification de la teneur en protéines dans ceux-ci et une
modification de leur capacit¢ de fusion avec des cellules cibles telles que des cellules

endothéliales [65].

De plus, la myoferline est nécessaire dans la reprogrammation métabolique énergétique, une
caractéristique du cancer du pancréas. En effet, la présence de la myoferline soutient une
activité de phosphorylation oxydative élevée dans les cellules du PDAC, contribuant ainsi a
accroitre la flexibilité énergétique indispensable a la progression du PDAC. Lorsqu’elle est
déplétée, une fission mitochondriale apparait avec une diminution de la prolifération cellulaire
et de la production d’ATP, ainsi qu’une altération de I’autophagie [66]. Rademaker et ses
collegues ont utilis¢ un modele de métastases hépatiques de PDAC chez des souris
immunodéficientes et ont sélectionné successivement des cellules PANC-1 in vivo qui
métastasent dans le foie. Grace a ce modele, ils ont démontré que I’abondance et 1’expression
de la myoferline augmentaient dans les clones hautement métastatiques et diminuaient dans les
clones faiblement métastatiques. De plus, la déplétion de la myoferline réduisait la capacité

migratoire des cellules tout en réduisant I’activité¢ de la phosphorylation oxydative [67].
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La surexpression de la myoferline ne se limite pas seulement au cancer du pancréas. La
myoferline est également surexprimée dans les cellules cancéreuses mammaires triples
négatives dans lesquelles elle régule le métabolisme lipidique et augmente le potentiel
métastatique [68]. Il a également été rapporté que I’expression de la myoferline est corrélée

avec la survie des patients atteint d’un cancer du c6lon [69].

En conséquence, la myoferline pourrait présenter une cible thérapeutique potentielle pour le
PDAC. A I’heure actuelle, plusieurs molécules visant sa fonction ont été développées. Parmi
celles-ci, on retrouve le WJ460 qui vise le domaine C2D de la myoferline présentant une activité
anti-métastatique prometteuse [70]. Notre équipe a récemment mis en évidence que le ciblage
phamacologique de la myoferline par le WJ460 déclenchait une mort régulée particulicre, la
ferroptose, dans 4 lignées pancréatiques cancéreuses différentes, sans avoir d’effet sur une
lignée normale pancréatique [71]. De plus, le composé 6y, liant également la myoferline, inhibe
I’apparition de métastases du cancer du pancréas en inversant la transition mésenchymateuse

épithéliale in vitro et in vivo [72].
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2. Hypotheses, objectifs et stratégie

L’équipe MAC « Mitochondrial Adaptation in Cancer », dirigée par le Professeur Olivier
Peulen au sein du Laboratoire de Recherche sur les Métastases, s’intéresse depuis 2014 a la
myoferline en tant que protéine surexprimée dans le cancer du pancréas. L’hypothése suivie
dans le cadre de ce mémoire suggere que la présence de la myoferline au sein des CAFs pourrait
influencer la sécrétion de facteurs favorisant la prolifération et de la migration des cellules
cancéreuses pancréatiques. L’objectif de ce travail consiste a confirmer ou infirmer ce potentiel
role de la myoferline des CAFs dans le dialogue entre les cellules stromales et cancéreuses au
sein des tumeurs pancréatiques. Afin de répondre a cet objectif, une lignée de cellules stellaires
pancréatiques humaines (hPSC127) déplétées en myoferline a ’aide de deux shRNA
spécifiques (sShMYOF#1, shMYOF#2) sera utilisée. Un shRNA irrelevant sera utilisé en tant
que controle. L’analyse de la prolifération et de la migration des cellules cancéreuses sera
réalisée en mettant en ceuvre plusieurs modeles de coculture entre les CAFs et les cellules

canceéreuses.
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3. Matériels et méthodes

3.1. Lignées cellulaires

Plusieurs lignées cellulaires sont utilisées dans le cadre de ce mémoire. Les cellules CAPAN-1,
CFPAC-1 et SU86.86 sont des lignées de cellules cancéreuses humaines obtenues a partir de
métastases hépatiques du pancréas. Elles ont été collectées respectivement chez un homme de
40 ans, un homme de 26 ans et une femme de 57 ans atteints d’un adénocarcinome pancréatique.
Ces cellules sont mutées pour les génes TP53 et KRAS. Les cellules CAPAN-1 (CVCL_0237)
et SU86.86 (CVCL _3881) ont été mises a notre disposition par le Professeur Marc Bracke
(Université de Gand). Les cellules CFPAC-1 (CVCL _1119) ont été achetées a la « American
Type Culture Collection ». Les cellules hPSC127 proviennent d’un patient atteint de PDAC et
ont été immortalisées par I’expression de I’oncogéne grand T du virus SV40. Ces cellules ont
été générées et fournies généreusement par le Professeur Atsushi Masamune (Tohoku
University, Japan). Préalablement a ce mémoire, les cellules hPSC127 ont été transduites grace
a des vecteurs lentiviraux pour produire des shRNA irrelevants (shNT : shRNA ciblant la
luciférase) ou spécifiquement dirigés contre les transcrits de la myoferline. Enfin, les cellules
Jurkat E6-1 (CB2657) sont des lymphoblastes T qui proviennent du sang périphérique d’un
homme de 14 ans atteint d’une leucémie aigiie a cellules T et ont été achetées a la « European

Collection of Authenticated Cell Cultures » (ECACC) [73].

Les cellules CAPAN-1 ont ét¢ maintenues dans un milieu « Dulbecco’s Modified Eagle
Medium » (DMEM) (L0101, Biowest) supplémenté avec 4,5 g/L de glucose, 10% de sérum
feetal bovin (FBS) décomplémenté, 4 mM de L-glutamine et 1 mM de sodium pyruvate tandis
que les cellules CFPAC-1 ont été cultivées dans du milieu « Iscove’s Modified Dubecco’s
Medium » (IMDM) (12-722, BioWhittaker®) supplémenté avec 10% de FBS. Les cellules
SU86.86 ont été maintenues dans un milieu DMEM (L0101, Biowest) supplémenté avec 4,5
g/L de glucose, 3 mM de glutamine et 10% de FBS. Les cellules hPSC127 ont été cultivées
dans du milieu DMEM-F12 (L0093, Biowest) supplémenté en FBS (10%) et en L-glutamine (1
mM). Enfin, les cellules Jurkat ont été maintenues dans du milieu « Roswell Park Memorial
Insitute Medium » (RPMI) 1640 (L0501, Biowest) supplémenté avec 2 mM de glutamine et
10% de FBS.
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Les cellules ont été cultivées dans des boites de culture de 175 cm?, 75 cm? et 25 cm? (431080,
430720U, 430168, Corning), dans des boites de Pétri de 60 mm de diamétre (353004, Corning),
dans des plaques 24 puits (353047, Corning) ou dans des plaques 96 puits Nuncleon™ Delta
Surface (167008, ThermoScientific) a 37°C dans un incubateur humidifi¢ a 5% de COa..
Lorsque les cellules atteignent une confluence de 80 a 90%, elles sont détachées a la
trypsine/EDTA puis comptées a ’aide d’un compteur de cellules (Casy Innovatis) et sont
ensemencées a une densité inférieure. Au-dela de dix passages, les cellules n’ont plus été
utilisées. Une surveillance d’une éventuelle contamination des cellules par des mycoplasmes
est effectuée mensuellement. Une authentification des lignées est également réalisée par la

firme Eurofins.

3.2. Préparation du milieu conditionné
Un milieu conditionné (CM) est un milieu qui est enrichi en facteurs libérés par des cellules en
culture. Le milieu conditionné par les hSPC127 a été préparé en ensemencant 600 000 cellules
dans une boite de Petri de 60 mm de diametre en présence de 6 mL de milieu DMEM-F12
appauvri en FBS (0,5%, L0093, Biowest). Apres 48h, le milieu est récolté et centrifugé durant
5 minutes a 200g. Le surnageant, débarrassé des débris cellulaires, constitue le milieu
conditionné. Nous avons choisi d’utiliser un milieu appauvri en FBS dans le but d’évaluer si le
milieu conditionné conférait un avantage aux cellules cancéreuses sans interférence de facteurs

potentiellement apportés par le FBS.

3.3. Analyse de la prolifération cellulaire
La prolifération cellulaire a été évaluée grace aux IncuCytes SX3 et SXS5 (Sartorius, Ann Arbor,
MI, USA) disponibles a la plateforme GIGA Cell-Imaging (Universit¢ de Liege). Deux
méthodes ont été utilisées pour évaluer I’'impact des hPSC127 sur la prolifération des cellules

cancéreuses par mesure de la confluence.

3.3.1. Milieu conditionné
Les cellules CAPAN-1, CFPAC-1 et SU86.86 ont été ensemencées a raison de 6400 cellules
par puits dans une plaque 96 puits. Aprés adhésion des cellules, les puits sont rincés avec un
tampon phosphate salin (PBS) (MS0220B1001, Biowest) afin d’¢liminer le milieu de culture.
Les cellules sont ensuite mises en présence du milieu conditionné (150 pL/puits). La
prolifération des cellules est suivie en contraste de phase pendant 48h, a raison de deux images

par puits toutes les 4h.
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3.3.2. Coculture directe
Les cellules cancéreuses (1200 cellules) et les hPSC127 (4800 cellules) ont été ensemencées
ensemble dans les puits d’une plaque 96 puits en présence de 150uL. de milieu DMEM-F12
appauvri en FBS (0.5%). Les cellules cancéreuses ont préalablement été marquées pendant 30
minutes au Cytopainter green (ab138891, Abcam) a raison de 1 pL par 0.5 mL de suspension
cellulaire (1200 cellules). Les hPSC127 ont été transduites pour exprimer une version nucléaire

de la protéine fluorescente mKate.

3.4. Analyse de la migration cellulaire

Deux méthodes ont été utilisées pour évaluer I’impact des hPSC127 sur la migration des cellules

cancéreuses.

3.4.1. Topotaxie
La migration topotaxique a été analysée en deux dimension (scratch assay) a 1’aide de
I’IncuCyte SX3 de la plateforme d’imagerie cellulaire du GIGA. Les cellules ont été
ensemencées a raison de 30 000 cellules par puits dans une plaque 96 puits ImageLock (BA-
04855, Sartorius). Les « scratches » sont réalisés 24h apres 1’ensemencement, une fois que le
tapis cellulaire a atteint la confluence, grace a un outil spécifique (96-well Woundmaker tool,
Sartorius). Les puits sont rincés au PBS afin de se débarrasser des débris cellulaires et du milieu
de culture. Les cellules sont ensuite mises en présence du CM (150 pL/puits). La migration des

cellules est évaluée en temps réel pendant 48h a raison de deux images par puits toutes les 4h.

3.4.2. Chimiotaxie
La chambre de Boyden est une chambre de migration dans laquelle les cellules cancéreuses
sont ensemencées dans un insert (compartiment supérieur) et traversent une membrane poreuse
grace a une gradient chimique (chimiotaxie). Le compartiment supérieur est séparé du
compartiment inférieur par une membrane dont les pores ont un diameétre de 8§ pm (662 638,
Greiner bio-one). Les faces intérieures des membranes sont coatées par une solution de gélatine
de porc (0,01%, G1890, Sigma) dans de 1’acide acétique (0,01%) afin d’éviter un détachement

des cellules aprés migration.

Les cellules cancéreuses (40 000 SU86.86 ou 160 000 CAPAN-1, CFPAC-1) ou les
lymphoblastes (200 000 Jurkat E6-1) sont ensemencés dans du milieu DMEM-F12 appauvri en
FBS (0,5%) et supplémenté en Pénicilline-Streptomycine (0,1%, Pen Strep 15070-063, gibco)
et BSA (0,1%). Les compartiments inférieurs contiennent soit 600 pL de milieu conditionné,

soit 40 000 cellules hPSC127 dans 600 pL de milieu DMEM-F12 appauvri en FBS (0,5%). La
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boite de culture est placée dans un incubateur durant 48h. Les cellules présentes sur la
membrane sont fixées au méthanol (20846.361, VWR) ou a la paraformaldéhyde (4%,
11699408, VWR), puis colorées au cristal violet (F04663, Medion Diagnostics) et rincées dans
de I’eau (10 min). Les cellules non migrantes, qui se trouvent a la surface supérieure de 1’insert,
sont retirées a I’aide d’un coton-tige. Apres séchage, les inserts sont photographiés puis analysés

a I’aide du logiciel Fiji.

3.5. Formation de sphéroides

Les cellules CAPAN-1, CFPAC-1 et SU 86.86 sont ensemencées dans une plaque 96 puits
(17492596, Thermo Scientific Nuncleon Sphera) a raison de 2500 cellules par puits. La plaque
est centrifugée durant 5 minutes a 1000g et placée dans I’incubateur a 5% de CO; durant 3

jours. Les sphéroides sont ensuite maintenus dans du milieu DMEM-F12 0.5% en FBS.

3.6. Cytokine Array
Le cytokine array est une technique qui permet de simultanément mettre en évidence plusieurs
cytokines présentes dans un échantillon. Le principe repose sur une membrane préalablement
adsorbée par des anticorps (Ac) spécifiques des cytokines recherchées. Le kit sélectionné dans
ce travail est le « Human Cytokine Antibody Array » (ab133998, Abcam) permettant 1’analyse

de 80 cytokines humaines (Annexe 1).

Le cytokine array a été utilisé, en suivant le protocole du fournisseur, pour analyser du milieu
conditionné par des hPSC127 déplétés en myoferline. Dans un premier temps, les sites de
liaison non spécifiques de la membrane ont été bloqués durant 30 minutes grace a une solution
fournie par le fabricant. La membrane est ensuite incubée durant 24h a 4°C avec 1 ml de milieu
conditionné plus concentré que celui utilisé précédemment. En effet, le milieu conditionné par
les hSPC127 a été préparé en ensemencgant 600 000 cellules dans une boite de Petri de 60 mm
de diamétre en présence de 3 mL de milieu DMEM-F12 appauvri en FBS. Apres lavage avec
des solutions fournies par le fabricant, la membrane est incubée pendant 2h & RT avec 1 ml
d’une solution d’anticytokines conjugués a la biotine. Aprés lavage, 2 ml de streptavidine
conjuguée a la horseradish peroxidase (HRP) sont mis en présence de la membrane durant 2h a
RT. Apres lavage, la détection est réalisée par chemiluminescence. Plusieurs expositions de la
membrane sont effectuées afin d’obtenir un signal non saturé. La quantification des signaux est

réalisée par une analyse densitométrique a I’aide du logiciel Fiji.
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3.7. Immunofluorescence indirecte de cellules adhérentes avec fixation

au paraformaldéhyde
L’immunofluorescence est une technique d’immunomarquage utilisant des Ac primaires dirigés
contre la protéine d’intérét et des Ac secondaires couplés a un fluorochrome. La fluorescence

est révélée par microscopie confocale a fluorescence (Leica Stellaris 8).

Les cellules hPSC127 sont ensemencées sur des lamelles couvre-objet stériles dans une boite
de culture 24 puits a raison de 40 000 cellules par puits dans 1 ml de milieu DMEM-F12. Aprés
48h, les cellules sont lavées au PBS et fixées a la paraformaldéhyde 4% durant 20 minutes a
température ambiante (RT). Ensuite, les cellules sont perméabilisées a 1’aide d’une solution de
perméabilisation (PBS-Triton 1%) durant 5 minutes a RT. Afin d’¢éliminer les réactions
aspécifiques, les lamelles couvre-objet sont incubées avec une solution de blocage (PBS-BSA
1%) durant 30 minutes a RT. Dans une chambre humide et fermée, les cellules présentes sur les
lamelles couvre-objet sont mises en contact avec I’ Ac primaire (Annexe 2) dilué¢ 100x dans du
PBS-BSA 1%. Apres incubation d’une nuit a +4°C, les lamelles couvre-objets sont lavées 3x
au PBS-1% BSA et placées avec 1I’Ac secondaire fluorescent (Alexa Fluor 488) dilu¢ 1000x
dans du PBS-BSA 1% avec une solution Hoechst (1/50) durant 45 minutes. Une lamelle couvre-
objet est utilisée en tant que contrdle négatif. Celle-ci sera mise en contact avec 30uL de PBS-
BSA 1% lors de I’incubation avec I’ Ac primaire et avec 30puL d’Ac secondaire. Enfin, les lames
couvre-objets sont placées sur une lame en verre avec un milieu de montage a fluorescence

(83023, Dako).

3.8. Extraction et dosage protéique

Les protéines sont extraites d’une monocouche cellulaire avec un cell scrapper a I’aide d’une
solution de lyse constituée de SDS (1%), d’'un mélange d’inhibiteurs de protéases (80 uM
d'aprotinine, 2 mM de leupeptine, 1,5 mM pepstatine A, 1 mM de fluorure de
phénylméthylsulfonyle) et de plusieurs inhibiteurs de phosphatases (100 mM NaF, 100 mM
NazVOs). Le lysat a été collecté dans des tubes Eppendorf et soniqué durant 5 secondes

(puissance : 2 Watt, Vibra Cell) afin de fragmenter I’ADN génomique.

Aprés extraction, la concentration en protéines est déterminée a 1’aide d’un kit Pierce BCA
Protein Assay (23227, Thermo Scientific). Afin de quantifier les protéines, une courbe standard
d’albumine de sérum bovin (BSA) et de SDS (1%) a été préparée. Les échantillons (1 pL) sont
dilués dans du SDS (1%) afin d’obtenir un volume final de 25 pL. Le réactif de dosage est

préparé en mélangeant une solution A (23228, Thermo Scientific), qui contient du carbonate de
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sodium, du bicarbonate de sodium, de 1’acide bicinchoninique, du tartrate de sodium et de
I’hydroxyde de sodium, et une solution B (1859078, Thermo Scientific) contenant du sulfate
de cuivre. Un volume de 200 pL de ce réactif est ajouté aux standards (25 pL) et aux
¢échantillons (25uL). Les mélanges sont placés dans un incubateur a 60°C durant 45 minutes.
L’absorbance des standards et des échantillons est mesurée par un spectrophotometre

(FilterMax F5, Molecular Device) a la longueur d’onde de 562 nm.
3.9. Western-blot

Le western-blot est une technique de biologie moléculaire qui permet de détecter et de quantifier

des protéines spécifiques dans un échantillon en plusieurs étapes.

3.9.1. Electrophorése sur gel de polyacrylamide
Les échantillons de protéines sont dilués a concentrations égales dans un tampon de chargement
(60 mM Tris-HCI, pH 6,8, 25% glycérol, 14,4 mM 2-mercaptoéthanol, 1% bleu de
bromophénol) puis dénaturés a la chaleur (99°C) durant 5 minutes. Les échantillons et un
marqueur de poids moléculaire (PageRulerTM Plus Prestained Protein Ladder, Thermo
Scientific) sont chargés sur un gel de polyacrylamide immergé dans du tampon d’électrophorése
(250 mM Tris-base, 1,92 M Glycine, 1% SDS). Le gel de polyacrylamide est formé d’un gel de
concentration (3.5 % Acrylamide) et d’un gel de séparation (10 % Acrylamide). La séparation
des protéines est effectuée sous une différence de potentiel de 120 V durant 90 minutes.

3.9.2. Electrotransfert sur une membrane de PVDF
Aprés séparation électrophorétique, les protéines sont transférées sur une membrane de
polyvinylidene fluoride (PVDF) (03010040001, Roche) durant 90 minutes a 100 V dans un
tampon de transfert (5 mM Tris, pH 8,3, 192 mM glycine, 20% méthanol) afin de rendre les
protéines accessibles aux Ac. Les membranes de PVDF sont préalablement plongées durant 1
minute dans du méthanol pour activation.

3.9.3. Blocage des sites de liaison non spécifique
Afin de minimiser I’absorption aspécifique des Ac, les membranes de PVDF sont saturées avec
du lait dégraissé en poudre (A0830, PanReac AppliChem) en solution dans du tampon Tris-
Buffered-Saline-Tween (TBS-t, 50 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, 0,1% Tween) durant 60

minutes a température ambiante et sous agitation constante.
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3.9.4. Immunodétection et révélation
L’immunodétection se réalise en deux étapes. Premi¢rement, les membranes sont mises en
contact avec les Ac primaires (Annexe 3) dilués dans du TBS-t supplémenté avec 5% de BSA
(A3294, Sigma Aldrich) ou de lait (5%) durant 1 nuit a 4°C et sous agitation. Apres 3 lavages
successifs durant 10 minutes a 1’aide de TBS-t, les membranes sont incubées avec des Ac
secondaires dilués dans du TBS-t supplémenté avec 5% BSA ou de lait (5%) durant 60 minutes

a température ambiante et sous agitation.

La révélation est réalisée a ’aide d’un kit Pierce™ ECL Western (32106, Thermo Scientific).
Les membranes sont incubées avec une solution de révélation contenant du luminol et du
peroxyde d’hydrogéne durant 1 minute puis révélées en chambre noir a 1’aide de films
autoradiographiques (47410 19289, Fuji Medical X-ray, Fujifilm). La normalisation du signal
est réalisée grace a la protéine 70 kDa Heat Shock Cognate (HSC70). Plusieurs expositions de
la membrane sont effectuées afin d’obtenir un signal non saturé pour chaque cible. La
quantification des signaux est réalisée par une analyse densitométrique a 1’aide du logiciel

Imagel.

3.10.  RT-qPCR

La réaction de polymérisation en chaine quantitative apres transcription inverse (RT-qPCR) est
une technique qui permet de quantifier en temps réel 1’abondance relative d’ADN

complémentaire (ADNCc) généré par transcription inverse d’ARN.

3.10.1. Extraction des ARN totaux
L’extraction des ARNs de cellules est réalisée a I’aide d’un kit NucleoSpin® RNA Plus
(740984.250, Macherey-Nagel). Les cellules sont lysées avec 350 pL de tampon qui contient
du chlorure de 1-dodecylpyridinium (2,5-5%) et du thiocyanate de guanidine (30-45%). Le lysat
est placé sur une colonne contenant une membrane de silice et centrifugé durant 30 secondes a
11 000g. Ensuite, le filtrat est mélangé avec une solution de liaison (Binding Solution) et placé
sur une deuxiéme colonne, suivi par une centrifugation a travers une membrane de silice durant
15 secondes a 11 000g. Apres 3 lavages successifs avec des tampon de lavages, I’ARN est ¢élué
grace a de I’eau sans RNases par deux centrifugations successives durant 20 secondes a 11 000g
dans un volume final de 40 pL. La concentration en ARN est mesurée grace au rapport

spectrophotométrique 260nm/280nm (Nanodrop ND-1000).
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3.10.2. Transcription inverse
La transcription inverse est réalisée grace a un kit de synthése d’ADNc (BR0400401,
BiotechRabbit). Celui-ci est constitué d’un réactif contenant des hexameres aléatoires, des
inhibiteurs de RNAse, un tampon, un mix de dNTP et la transcriptase inverse II. Un volume de
17 uL de ce mélange est ajouté a 100 ng d’ARN/uL. La solution est placée dans un thermocycler
(Aeris) qui permet I’hybridation des amorces (5 min a 25°C), I’¢longation de I’ADNc (60 min
a42°C) et la dénaturation de I’ARN polymérase (5 min a 70°C).

3.10.3. PCR quantitative
La qPCR est réalisée dans une plaque 96 puits (A36930, Thermo Fisher Scientific). Dans
chaque puits, on mélange 12,5 ng d’ADNc aux amorces sens et anti-sens (0,1 nM), dans le
réactif Low ROX SYBR 2X (UF-LSMT-B0701, Takyon Eurogentec) contenant du MgCl, (2,5
mM), des dNTPs, le SybrGreen, la Taq polymérase et une référence passive (Rox) destinée a
normaliser I’émission de fluorescence par le SybrGreen. Ensuite, la plaque est centrifugée
durant 5 minutes a 200g et placée dans une machine qPCR QuantStudio 3 (Applied Biosystem,
Thermo Scientific). La premicre étape est une dénaturation de I’ADNc durant 10 minutes a
95°C suivie de 40 cycles constitués d’une dénaturation de 15 secondes a 95°C et d’une

¢longation de 1 minute a 60°C.

La quantification relative de I’expression du géne d’intérét est normalisée par rapport & un gene
de référence (ARN 18S) et une condition expérimentale de référence par la méthode du AACt

(Cycle Threshold). (Annexe 4).

3.11. Analyses statistiques
Toutes les statistiques ont été réalisées a I’aide du logiciel GraphPad Prism 8.3.0 et présentées
sous forme de moyennes + SEM. L’intervalle de confiance était fixé a 95%. Lorsque la moyenne
de plus de deux échantillons indépendants a été comparée, le test ANOVA-1 suivi de
comparaisons multiples de Dunnett ou le test de Kruskal-Wallis suivi de comparaisons
multiples de Dunn a été effectué. Un test Anova-2 suivi de comparaisons multiples de Tukey a

été réalisé lorsque 2 variables étaient utilisées.
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4. Résultats

4.1. Caractérisation moléculaire des cellules cancéreuses pancréatiques

Afin d’avoir un apergu du caractére épithélio-mésenchymateux des cellules cancéreuses que
nous allons utiliser, nous y avons évalué 1’abondance de la vimentine, de I’E-cadhérine, de Snail
et de Slug. L’abondance de la myoferline a également été évaluée. Des CAFs ont été utilisés en

tant que contréle mésenchymateux, exprimant la vimentine mais pas d’E-cadhérine.

L’abondance de I’E-cadhérine est équivalente dans les trois lignées cellulaires cancéreuses
tandis que la vimentine est présente uniquement dans les cellules CFPAC-1. La protéine Snail
est peu abondante dans les cellules cancéreuses tandis que Slug est présente dans les CFPAC-1
et dans une moindre mesure dans les cellules SU86.86. Les CAPAN-1 et SU86.86 ont donc
clairement un phénotype épithélial, alors que les CFPAC-1 ont un phénotype epithélio-
mésenchymateux mixte. En ce qui concerne la myoferline, elle est présente dans les CAFs et

toutes les cellules cancéreuses. Cependant, 1’abondance de la myoferline est plus ¢élevée dans

les cellules CFPAC-1 (Figure 7).

4.2. Les CAFs n’influencent pas la prolifération des cellules cancéreuses

Afin de déterminer si les CAFs ont une influence sur la prolifération des cellules cancéreuses
dans notre mod¢le in vitro, nous avons réalisé une culture des cellules cancéreuses en présence
d’un milieu conditionné par les CAFs (48h) ainsi qu’une coculture directe des cellules
cancéreuses et des CAFs.
4.2.1. Culture de cellules cancéreuses en présence d’un milieu conditionné par les CAFs

Le milieu conditionné (CM) est un milieu qui est appauvri en nutriments consommeés par les
cellules qui I’ont conditionné mais enrichi par les facteurs sécrétés pas celles-ci. Par conséquent,
en guise de contrdle et pour tenir compte de I’effet dii a I’appauvrissement en nutriments, nous
avons utilis¢ du milieu conditionné par les cellules cancéreuses respectives (CAPAN-1,
CFPAC-1 ou SU86.86). Du milieu frais (DMEM-F12, 0.5% FBS) non conditionné par des
cellules a été utilisé en tant que contrdle. La confluence des cellules cancéreuses a été évaluée

durant 48h.

L’évolution de la confluence des cellules CAPAN-1 est identique dans les trois conditions de
culture, c’est-a-dire en présence de milieu frais, de milieu conditionné par les cellules
cancéreuses, ou de milieu conditionné par les CAFs (Figures 8A, B). En revanche, I’évolution

de la confluence des cellules CFPAC-1 est significativement différente (p<0.0001) lorsque
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celles-ci sont cultivées en présence d’un milieu conditionné par elles-mémes (Figure 8C, D)
comparé¢ au conditionnement par les CAFs. Cependant, on peut légitimement se poser la
question de la pertinence biologique de cette observation en raison du faible écart entre les
conditions expérimentales. Enfin, I’évolution de la confluence des cellules SU86.86 est plus
rapide lorsqu’elles sont en contact avec un milieu conditionné par les CAFs. Néanmoins, cette
différence n’est pas statistiquement significative (Figure 8E, F). Le milieu conditionné par les
CAFs ne contient donc pas de facteurs favorisant la prolifération des cellules cancéreuses dans

notre modéle.

4.2.2. Coculture directe des cellules cancéreuses et des CAFs
En conséquence, ne voyant pas une différence probante et significative lors de la mise en
contact du milieu conditionné par des CAFs avec les cellules cancéreuses, nous avons entrepris
une co-culture directe. Cette derniere est un modele plus adéquat et tient compte du dialogue
réciproque entre les cellules cancéreuses et les CAFs. Nous avons donc évalué la prolifération
des cellules cancéreuses cultivées en présence de CAFs. Etant donné que les CAFs représentent
environ 70 a 80% du volume tumoral [74], nous avons choisi de cultiver 1200 cellules
cancéreuses en présence de 4800 CAFs (ratio 1/4). Du milieu frais DMEM-F12 (0.5% FBS) a
été utilisé en tant que controle négatif (absence de CAFs). La confluence relative de chaque
type cellulaire est mesurée par fluorescence grace a I’incorporation préalable du « Cytopainter »
vert par les cellules cancéreuses et par I’expression de la protéine fluorescente rouge mKate

dans les CAFs.

La confluence relative des trois lignées de cellules cancéreuses décroit au cours du temps en
présence (courbe bleue) ou en absence de CAFs (courbe verte). A I’inverse, la confluence des
CAFs (courbe rouge) s’accroit au cours du temps dans les trois conditions expérimentales
(Figure 9). Il n’y a donc pas d’avantage prolifératif des cellules cancéreuses par I’intermédiaire
d’un dialogue réciproque entre les CAFs et les cellules cancéreuses. La prolifération des CAFs
semble prendre le dessus sur celle des cellules cancéreuses dans notre modéle de coculture.
4.2.3. Mise en place d’un modele 3D de culture de cellules cancéreuses pour évaluer I’ effet
de milieu conditionné
Finalement, dans la perspective de tester 1’effet du milieu conditionné sur la prolifération des
cellules cancéreuses dans un modele a trois dimensions, nous avons essay¢ de mettre au point
une culture de ces cellules sous la forme de sphéroides. Malheureusement, le protocole suivi,
précédemment utilisé dans notre laboratoire avec d’autres lignées de cellules cancéreuses du

pancréas (HPAF-II), ne nous a pas permis d’obtenir des sphéroides avec nos lignées cancéreuses
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d’intérét. En effet, les cellules se rassemblent effectivement au fond du puit de culture mais
n’adhérent pas les unes aux autres pour former une structure réguliere et homogene. Les cellules

forment plutot un agrégat inconsistant de cellules qui dégénére en quelques jours (Figure 10).

4.3. Les CAFs stimulent la migration des cellules cancéreuses
De maniére a comprendre la propension des cellules cancéreuses a caracteére épithélial, a
acquérir un caractére migratoire sous influence du microenvironnement tumoral, nous avons

pris 'initiative de mettre en contact celles-ci avec du milieu conditionné par les CAFs.

Nous avons analysé la capacité migratoire des cellules cancéreuses pancréatiques en présence
de milieu frais, de milieu conditionné par les CAFs ou de milieu conditionné par les cellules
cancéreuses. Les capacités migratoires des cellules cancéreuses ont été évaluées en deux
dimensions (topotaxie en Scratch Assay) et en trois dimensions (chimiotaxie en Chambre de

Boyden).

4.3.1. Analyse de la topotaxie
La capacité migratoire des cellules a été estimée par la mesure de la confluence cellulaire dans
la région de migration qui est exprimée par rapport au temps 0 de 1’analyse (relative wound

healing).

Aprées 48h de migration, la confluence des cellules CAPAN-1 dans la région de migration reste
basse méme si le logiciel d’analyse indique des valeurs égales a 68%, 31% et 45% en présence,
respectivement, de milieu frais, de milieu conditionné par les cellules cancéreuses, et par des
CAFs. L’analyse statistique des données suggere une différence statistiquement significative
(p=0.004) qui ne se traduit pas dans les images capturées par I’Incucyte (Figure 11A, B). En
outre, ces cellules semblent subir une contraction de la marge de migration plutdt qu’un réel

déplacement des cellules vers 1’espace laissé libre.

En ce qui concerne les cellules CFPAC-1 cultivées dans du milieu frais, 8h suffisent pour
combler complétement I’espace de migration. Lorsque les cellules sont dans du milieu
conditionné par les cellules cancéreuses, leur migration est significativement moins efficace
puisqu’une confluence de 25% est atteinte apreés 8h de migration. De fagon importante, la
culture des cellules cancéreuses dans du milieu conditionné par les CAFs restaure une migration

similaire a celle observée dans du milieu frais (Figure 11C, D).

L’analyse de la migration des cellules SU86.86 indique une cinétique comparable a celle

observée pour les cellules CFPAC-1 en présence d’un milieu frais. En effet, 12h de culture
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permettent la fermeture compléte de la zone de migration. Lorsque les cellules sont cultivées
dans du milieu conditionné par les cellules cancéreuses la migration est significativement moins
rapide puisqu’une confluence de 50% est atteinte aprés 12h de migration. Encore une fois, le
milieu conditionné par les CAFs accroit la migration des cellules cancéreuses, sans pour autant

atteindre un niveau statistiquement significatif (Figure 11E, F).

4.3.2. Analyse de la chimiotaxie
La chimiotaxie est une autre forme de migration, ne dépendant pas de I’espace libre a proximité
de la cellule mais de son attraction par un gradient de concentration en molécules attractives
[75]. Dans un premier temps, nous avons vérifi¢ la capacité migratoire des cellules cancéreuses
pancréatiques dans ce contexte migratoire, en présence de leur milieu respectif dans un systeme

de chambre de Boyden.

Les cellules CAPAN-1 migrent le moins, en accord avec nos résultats de topotaxie (Figure 11).
Les cellules les plus migrantes sont les SU86.86 tandis que les cellules CFPAC-1 ont un
phénotype intermédiaire (Figure 12).

En raison d’une confluence trop élevée sur I’insert de migration, nous avons fait le choix de

réduire le nombre de cellules SU86.86 (40 000 cellules) lors de I’ensemencement.

Dans un second temps, nous avons testé la chimiotaxie de ces cellules face a des milieux

conditionnés par les CAFs. Le milieu DMEM-F12 0.5% FBS a servi de controle négatif.

Il apparait que les milieux conditionnés par les CAFs n’influencent pas la migration des cellules
CAPAN-1. Cependant, la chimiotaxie des cellules CFPAC-1 et SU86.86 est stimulée par le
milieu conditionné. En effet, le milieu conditionné par les CAFs semble attirer plus fortement
les CFPAC-1 que le milieu conditionné par les cellules cancéreuses respectives. Dans le cas des

cellules SU86.86 1’observation inverse est réalisée (Figure 13).

Dans leur ensemble, ces résultats démontrent donc que les CAFs produisent des facteurs

solubles qui favorisent la migration (topotaxie) des cellules cancéreuses.

4.4. La déplétion en myoferline des CAFs n'impacte pas la migration des

cellules cancéreuses

Encouragé par ces résultats exploratoires présentés ci-dessus, nous avons souhaité tester notre
hypothese de travail proposant que la myoferline des CAFs participait au dialogue entre les

cellules stromales et cancéreuses. Puisqu’une différence significative a été observée dans la
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Figure 13 : Les CAFs stimulent la chimiotaxie des cellules cancéreuses pancréatiques. (A) Milieu DMEM-F12 + 0.5%
FBS, (B) CM des CAFs Irrel. sShRNA, (C) CM des cellules cancéreuses. n=1.
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Figure 14 : Western-blot de la myoferline dans les CAFs Irrel. shRNA et shMYOF#1 et #2. Le chargement a été normalisé
grace a la protéine HSC70.



migration des cellules cancéreuses lorsqu’elles étaient cultivées dans du milieu conditionné par
des CAFs, nous avons €émis I’hypothése que la myoferline serait impliquée dans ce dialogue,
favorisant la migration des cellules cancéreuses. Nous avons donc analysé la migration des
cellules cancéreuses CAPAN-1, CFPAC-1 et SU86.86 en présence de milieu conditionné par
des CAFs déplétés en myoferline. La déplétion en myoferline a ét¢ validée par western-blot

(Figure 14).

4.4.1. Evaluation de la topotaxie sous milieu conditionné par les CAFs déplétés en
myoferline

Nos analyses indiquent qu’il n’y a pas de différences significatives de la migration topotaxique
des cellules cancéreuses CAPAN-1 lorsqu’elles ont mises en présence de milieu conditionné
par des CAFs déplétées en myoferline (Figure 15A, B). Cependant, une fois encore, la migration
de ces cellules est tres faible. Concernant les cellules CFPAC-1, une réduction significative
(p=0.0324) de leur migration est observée en présence du milieu conditionné par les CAFs
déplétées en myoferline. Cependant, cette différence significative n’est observée qu’avec le
milieu conditionné par les CAFs shMYOF#2 (Figure 15C, D). Dans le cas des cellules SU86.86,
leur migration est la plus ¢élevée quelles que soient les conditions expérimentales considérées

(Figure 15E, F).

4.4.2. Evaluation de la chimiotaxie en présence de milieu conditionné par les CAFs
déplétés en myoferline

Une différence statistiquement significative (p=0.0214) est observée entre la surface occupée
par les cellules CAPAN-1 attirées par le milieu conditionné par des CAFs contrdles (Irrel.
shRNA) et le milieu conditionné par des CAFs shMYOF#1. Cependant, cette réduction n’est
pas considérée comme biologiquement pertinente en raison de la trés faible proportion de
cellules migrantes (Figure 16A, B). La migration des cellules CFPAC-1 (Figure 16C, D) et
SU86.86 (Figure 16E, F) n’est pas impactée par la présence du milieu conditionné par des CAFs

déplétées ou non en myoferline.

4.4.3. Evaluation de la chimiotaxie en coculture

Afin de tester si un rdle potentiel de la myoferline dans la sécrétion de facteurs pro-
chimiotaxiques est dépendant d’une éducation des CAFs par les cellules cancéreuses, nous
avons décidé de mettre au point un systéme de coculture en chambre de Boyden entre les CAFs
(compartiment inférieur) et les cellules cancéreuses (compartiment supérieur). Aucune

différence significative de la migration chimiotaxique des cellules CAPAN-1 (Figure 17A, B)
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et CFPAC-1 (Figure 17C, D) n’est observée lorsque des CAFs déplétés en myoferline sont
cultivés dans le compartiment inférieur de la chambre de Boyden. En revanche, les cellules
SU86.86 présentent une réduction statistiquement significative de leur migration en présence
de CAFs déplétés en myoferline (CAF shMYOF#I : p<0.0001, CAF shMYOF#2 : p=0.0256)
(Figure 17E, F).

Dans leur ensemble, ces résultats suggerent donc que la déplétion de la myoferline des CAFs
n’interfére pas avec la production des facteurs solubles qui favorisent la migration

chimiotaxique des cellules cancéreuses.

4.5. La déplétion en myoferline altere la sécrétion de cytokines par des

CAFs

Suite a 1’absence d’un effet cohérent de la déplétion de la myoferline dans les CAFs sur la
prolifération et migration des cellules cancéreuses, nous avons décidé de réévaluer notre
hypothese de départ. Utilisant une approche non-biaisée, nous avons déterminé si les CAFs
déplétés en myoferline produisaient les mémes facteurs solubles que leurs homologues
exprimant la myoferline. A cette fin, nous avons utilisé un cytokine array permettant de mettre

en évidence un panel de 80 cytokines.

Préalablement, une RT-qPCR et un western-blot ont été réalisés afin de valider la déplétion en

myoferline dans les CAFs shMYOF (Figure 18A, B).

Comme on peut I’apercevoir sur les membranes du cytokine array (cercle rouge), une cytokine
particulicre est présente dans le milieu conditionné par les CAFs déplétés en myoferline et
absente du milieu conditionné par des CAFs controles (Figure 18C). Il s’agit de la cytokine
RANTES (chemokine Regulated upon Activation, Normal T-Expressed, and presumably
Secreted) ou CCLS5. Son abondance est accrue d’un facteur 6 (Log2(FC) = 2.59) et 13
(Log2(FC) = 3.77) dans les milieux conditionnés respectivement par les CAFs déplétés en
myoferline par les ShRNA #1 et #2. En plus de CCLS5, d’autres cytokines voient leur abondance
accrue par la déplétion en myoferline. Il s’agit de ’'IL-1a, I'IL-1p, ’IL-13, ’'IL-15, I’eotaxin-3
et ’ostéopontine dans le cas des CAFs shMYOF#1 et de ENA-78, I’ostéopontine, I’oncostatine
M, FGF-4 et I'IL-13 dans le cas des CAFs shMYOF#2 (Figure 19).

Afin de vérifier si la déplétion en myoferline influence la production des cytokines au niveau
sécrétoire ou transcriptionnel, nous avons analysé I’expression des genes codant pour les

cytokines dont I’abondance variait a la suite de la déplétion en myoferline dans des CAFs. Nous
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Figure 16 : Le milieu conditionné par des CAFs déplétés en myoferline n’impacte pas la migration chimiotaxique des cellules
cancéreuses pancréatiques. (A et B) CAPAN-1, (C et D) CFPAC-1, (E et F) SU86.86. Les images ont été prises apres 48h de
migration. Les graphiques représentent le pourcentage de I’aire des inserts occupées par les cellules cancéreuses dans chaque condition.
Tous les résultats sont présentés sous la forme d’une moyenne = SEM, n=3.Un test statistique Anova-1 suivi de comparaisons multiples
de Dunnett ont été effectués. Fresh : milieu DMEM-F12 + 0.5% FBS, CM : Milieu conditionné.

Figure 17 : La déplétion de la myoferline dans les CAFs impacte peu la migration chimiotaxique des cellules cancéreuses
pancréatiques. (A et B) CAPAN-1, (C et D) CFPAC-1, (E et F) SU86.86. Les images ont été prises aprés 48h de migration. Les
graphiques représentent le pourcentage de 1’aire des inserts occupée par les cellules cancéreuses dans chaque condition. Tous les
résultats sont présentés sous la forme d’une moyenne + SEM, n=3. Un test statistique Anova-1 suivi de comparaisons multiples de
Dunnett ont été effectués. Fresh : milieu DMEM-F12 + 0.5% FBS, CM : Milieu conditionné.



avons analysé les génes codant pour I'IL-1a, 'IL-1B, ’'IL-6, I'IL-10, 'IL-13, 'IL-15 et
RANTES (CCLY5).

L’abondance relative de I’ARN des genes IL1B, IL6, IL10 et IL15 n’est pas significativement
modulée par la déplétion en myoferline ou d’une fagcon inconsistante entre les ShRNA pour les
genes ILI1A, IL13 et CCL1I. En revanche, la déplétion en myoferline augmente 1’expression du
gene CCL5 (RANTES) d’une fagon significative pour les CAFs shMYOF#2 (p=0.0148)
(Figure 20).

4.6. La déplétion en myoferline réduit 1’attraction des lymphocytes
CD4" par les CAFs

Suite a la sécrétion accrue de CCL5 sous déplétion en myoferline dans les CAFs, nous allons
nous concentrer sur CCL5 dans la suite de ce travail. CCLS5 est décrit comme étant un agent
chimiotaxique et d’activation de cellules immunitaires tels que les lymphocytes T cytotoxiques,
les lymphocytes CD4" ou les monocytes [76]. Nous avons donc analysé la migration
chimiotaxique de lymphocytes humains CD4" Jurkat en présence du milieu conditionné par des

CAFs ou en coculture de CAFs dans le compartiment inférieur de la chambre de Boyden.

4.6.1. Evaluation de la chimiotaxie des lymphocytes CD4" en présence de milieu
conditionné¢ par les CAFs déplétés en myoferline
Une différence significative (p=0.0027) du nombre de lymphocytes CD4" migrantes est
observée lorsque celles-ci sont mises en présence de milieu conditionné par des CAFs Irrel.
shRNA ou par des CAFs shMYOF#2 (Figure 21). Le milieu conditionné des CAFs influencent
donc la migration chimiotaxique des lymphocytes CD4" d’une fagon significative pour les
CAFs shMYOF#2.
4.6.2. Evaluation de la chimiotaxie des lymphocytes CD4" en coculture avec les CAFs
déplétés en myoferline
En coculture directe entre les CAFs et les lymphocytes CD4*, ces résultats sont renforcés. En
effet, une diminution significative (shMYOF#1 : p=0.0142, shMYOF#2 : p=0.0008) du nombre
de lymphocytes CD4" migrantes est observée lorsque celles-ci sont en présence de CAFs
déplétés en myoferline dans le compartiment inférieur de la chambre de Boyden (Figure 22).
La déplétion en myoferline dans les CAFs impacte donc la sécrétion de facteurs influencant la

migration des lymphocytes CD4*. Cependant, I’identité de ces facteurs reste a investiguer.
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Figure 18 : La déplétion en myoferline module la sécrétion de cytokines par des CAFs. (A) Le graphique représente
I’expression relative du géne MYOF par des CAFs Irrel. ShARNA, CAFs shMYOY#1 et #2. Un test statistique Anova-1 suivi de
comparaisons multiples de Dunnett ont été effectués. (B) Western-blot de la myoferline (230 kDa) dans les CAFs Irrel. ShRNA
et siIMYOF#1 et #2. (C) Cytokine array réalisé sur le milieu conditionné par des CAFs Irrl. shRNA, les CAFs shMYOF#1 et
#2. La cytokine entourée en rouge correspond 8 RANTES (CCL5).
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Figure 19 : La déplétion en myoferline module la sécrétion de cytokines des CAFs. Quantification du cytokine array
présenté a la figure 18. Les résultats relatifs sont présents sous forme de logarithme en base 2 du fold change (FC).
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Figure 20 : La déplétion en myoferline module ’expression du géne codant CCL5 dans des CAFs. Les graphiques
représentent 1’expression relative d’un panel de cytokines. L’ADNc des cytokines a été quantifié¢ par la méthode DDCt et
normalisé par rapport a ’expression du gene 18S. Tous les résultats sont présentés sous la forme d’une moyenne + SEM, n=3.
Un test statistique Anova-1 suivi de comparaisons multiples de Dunnett ont été effectués.



4.7. La déplétion en myoferline des CAFs active la voie non-canonique

de NFxB

Suite a la sécrétion accrue de CCL5 par les CAFs déplétés en myoferline, nous avons décidé
d’éclairer un mécanisme intracellulaire responsable de cette observation. L’expression de CCL5
dans les CAFs est régulée par la voie « Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated
B cells » (NF-kB) [77]. Nous avons donc voulu déterminer si cette voie de signalisation était
affectée par la déplétion en myoferline dans les CAFs. Pour ce faire, nous avons analysé
I’abondance de p65, d’1kB-a et de sa forme phosphorylée (Figure 23B : voie canonique), de
p100, et de p52 (Figure 23C : voie non-canonique).

L’abondance de la protéine p65 reste inchangée dans les CAFs apres déplétion de la myoferline.
L’abondance de la forme non phosphorylée de IkB-a est équivalente dans les CAFs Irrel.
shRNA et les CAFs shMYOF#1. Néanmoins, elle est plus ¢levée dans les CAFs shMYOF#2.
Concernant la forme phosphorylée de IkB-a, celle-ci est plus abondante dans les CAFs déplétés
en myoferline. Le ratio de la forme phosphorylée sur la forme non phosphorylée de IkB-a est
accru dans les CAFs shMYOF#1 par rapport au CAFs Irrel. sShARNA. Néanmoins, ce ratio est
équivalent entre les CAFs Irrel. shRNA et les CAFs shMYOF#2 (Figure 23B). Ces résultats
indiquent donc que la voie canonique du NF-kB n’est pas altérée par la déplétion de la

myoferline dans les CAFs.

Concernant la voie non-canonique du NF-kB, I’abondance de la protéine p100est identique dans
les CAFs Irrel. shRNA et les CAFs shMYOF#1 mais moins abondante dans les CAFs
shMYOF#2. Notons encore que, I’abondance de la forme clivée p52 est augmentée dans les
CAFs déplétés en myoferline. Le ratio p52/p100 est donc plus €levé dans les CAFs dépourvus
de myoferline (Figure 23C), suggérant une activation de la voie non-canonique de NF-kB sous
déplétion de la myoferline dans les CAFs. Cette derniére pourrait expliquer I’induction

transcriptionnelle de CCLS5.

Nous avons également réalis¢é une immunofluorescence des protéines p52/pl100 afin de
déterminer si ces facteurs de transcription subissaient une translocation nucléaire, nécessaire
pour I’expression de CCLS5. Un controle négatif (absence de 1’ Ac primaire) a été utilisé afin de

déterminer les signaux non spécifiques.

Comme on peut 1’apercevoir sur les images obtenues par immunofluorescence (Figure 24A),

les protéines p52/p100 sont localisées dans le cytoplasme et dans une moindre mesure dans le
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Figure 21 : La déplétion de la myoferline dans les CAFs impacte la migration chimiotaxique des lymphocytes CD4*. Le
graphique représente le nombre de lymphocytes CD4* (cellules Jurkat) qui ont migré en réponse au milieu conditionné par les
CAFs. Tous les résultats sont présentés sous la forme d’une moyenne + SEM, n=3. Un test statistique Anova-1 suivi de
comparaisons multiples de Dunnett ont été effectués. Fresh medium : milieu DMEM-F12 + 0.5% FBS.
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Figure 22 : La déplétion de la myoferline dans les CAFs impacte la migration chimiotaxique des lymphocytes CD4*. Le
graphique représente le nombre de lymphocytes CD4" (cellules Jurkat) qui ont migré en réponse au milieu conditionné. Tous
les résultats sont présentés sous la forme d’une moyenne + SEM, n=3. Un test statistique Anova-1 suivi de comparaisons
multiples de Dunnett ont été effectués. Fresh medium : milieu DMEM-F12 + 0.5% FBS.



noyau des CAFs. Le rapport de fluorescence noyeau/cytoplasme est plus élevé dans les CAFs
shMYOF#2. Cependant, cette différence n’est pas significative. Malgré 1’augmentation du
clivage de p100 en p52 sous déplétion de la myoferline dans les CAFs, nous n’avons pas pu

associer cette activation de la voie non-canonique NF-kB a une translocation nucléaire de p52.
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Figure 23 : La déplétion de la myoferline des CAFs active la voie non-canonique de NFkB. (A) . (A) Représentation de la

voie de signalisation canonique et non canonique de NF-kB [78]. (B) Western-blot de p65 (65 kDa), IkB-a (39 kDa) et P- IkB-
a (40 kDa). (C) Western-blot de p52/p100 (120 kDa et 52 kDa). Le chargement a été normalisé grace a la protéine HSC70.
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Figure 24 : (A) Immunofluorescence des protéines p52/p100 au sein des CAFs. Le graphique représente le rapport de
fluorescence du nucléole sur le cytosol. Tous les résultats sont présentés sous la forme d’une moyenne = SEM, n=18. Un test

statistique Kruskal-Wallis suivi de comparaisons multiples de Dunn ont été effectués. Un contrdle négatif (absence d’anticorps
primaire) a été réalisé.



5. Discussion et perspectives

L’adénocarcinome canalaire pancréatique (PDAC) demeure un des cancers les plus mortels,
fréquemment diagnostiqué a un stade avancé et présentant une incidence en constante
augmentation. L’agressivité et la résistance thérapeutique de cette pathologie nous incitent a
explorer de nouvelles approches thérapeutiques ainsi que de nouvelles techniques de diagnostic.
Aux cours des derniéres années, les recherches se sont de plus en plus focalisées sur les CAFs,
le constituant cellulaire prédominant dans le stroma du PDAC. La myoferline, une protéine
impliquée dans divers processus physiologiques liés a la membrane plasmique, a été identifi¢e
comme ¢étant une protéine surexprimée dans le PDAC. L hypothese avancée dans ce mémoire
postule que la présence de la myoferline au sein des CAFs favorise la production de facteurs
encourageant le comportement agressif des cellules cancéreuses pancréatiques. L’objectif de
cette étude était d’explorer le role de la myoferline dans les interactions entre les cellules

stromales et cancéreuses au sein des tumeurs pancréatiques.

Dans cette étude, nous avons choisis trois lignées de cellules cancéreuses pancréatiques
métastatiques en raison de leurs propriétés migratoires supposées : les cellules CAPAN-1,
CFPAC-1 et SUS86.86. Ces trois lignées de cellules cancéreuses étaient principalement
caractérisées par la présence du marqueur épithélial (E-cadhérine), tandis que les facteurs de
transcriptions Slug et Snail, qui répriment la transcription de I’E-cadhérine, étaient peu
abondants. L’abondance en myoferline semble corrélée au caractére épithélio-mésenchymateux
puisque les cellules CFPAC-1 sont les plus mésenchymateuses et possédent le plus de

myoferline.

Ces lignées cellulaires possédent un temps de doublement relativement long (CAPAN-1 : 60 a
80h, CFPAC-1 : 30 a 45h et SU86.86 : 48 a 77h) (https://www.cellosaurus.org/CVCL 0237,
consulté le 25/5/24). 1l est possible que cette caractéristique ait contribué¢ a notre incapacité a
observer un avantage prolifératif des cellules cancéreuses en présence de milieu conditionné

par les CAFs ou en coculture directe.

En revanche, nous avons démontré une stimulation de la migration topotaxique et
chimiotaxique des cellules CFPAC-1 par le milieu conditionné par les CAFs. Si I’on considere
que I’épuisement en nutriments des milieux conditionnés par les cellules cancéreuses ou par les
CAFs est comparable, les résultats relatifs a la migration suggerent que le milieu conditionné
par les CAFs contient un élément promoteur de la migration des cellules cancéreuses.

Cependant, nous n’avons pas pu établir que la déplétion en myoferline modulait 1’avantage
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conféré par le milieu conditionné. La déplétion de la myoferline au sein des CAFs n’a donc pas
d’impact sur la migration des cellules cancéreuses. Cependant, au lieu de prendre des cellules
migratoires, il serait intéressant de prendre des cellules réputées pour leur faible capacité
migratoire, telles que les HPAF-II, afin de voir si une attraction les cellules cancéreuses par du

milieu conditionné des CAFs serait perdu sous déplétion de la myoferline.

Les résultats obtenus pour la prolifération et la migration sont assez robustes car nous avons
analysé trois lignées de cellules cancéreuses pancréatiques, deux différents modeles (le milieu

conditionné et la coculture) et différentes techniques (Scratch Assay, chambre de Boyden).

De maniére intéressante, nous avons observé que la déplétion de la myoferline au sein des CAFs
influengait positivement la sécrétion de certaines cytokines. Cette observation est a priori
paradoxale compte tenu de la fonction physiologique de la myoferline dans la fusion
membranaire, importante pour la sécrétion cellulaire. Parmi les cytokines dont I’abondance est
accrue dans le milieu conditionné, seule RANTES (CCL5) voit I’expression de son géne accrue
significativement. Cet effet transcriptionnel est probablement I’explication de 1’accroissement
de la concentration de cette molécule dans le milieu conditionné. Nous pourrions valider la
présence de CCL5 dans le milieu conditionné par les CAFs déplétés en myoferline par une

technique quantificative telle qu'un ELISA.

Ensuite, nous avons constaté que les CAFs favorisent la migration des lymphocytes CD4"
(Jurkat). La déplétion de la myoferline dans les CAFs réduit le nombre de cellules migratoires.
La encore, les résultats obtenus semblent contradictoires avec notre observation précédente. En
effet, RANTES, dont la concentration est accrue dans le milieu conditionné apres une déplétion
en myoferline, est impliquée dans la chémoattraction des cellules immunitaires [79]. Une des

perspectives serait de vérifier si ces lymphocytes CD4" expriment le récepteur de CCLS5.

Le réle de CCL5 dans le PDAC reste controversé. D une part, il a été rapporté que CCLS5
favorise la migration et le caracteére invasif des cellules cancéreuses pancréatiques. De plus,
CCLS5 est considéré comme un marqueur de mauvais pronostic dans divers types de cancers
tels que les cancers du rein, de la prostate et du poumon [80]. D’autre part, des recherches ont
révélé une corrélation négative entre la concentration de CCLS5 et la progression des cellules
cancéreuses mammaires [81]. En effet, CCL5 médie un afflux de lymphocytes T CD4+ dans le
microenvironnement tumoral pancréatique [82]. De plus, CCL5 semble améliorer la réponse a

I’immunothérapie soutenant [I’hypothése que Iinfiltration immunitaire par CCLS est
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probablement anti-tumoral. En effet, I’expression de CCLS5 est plus élevée chez les patients qui
répondent a I’anti-PD1 (p=0.01) (Figure 26). Cette étude a été¢ menée sur le cancer de I’estomac.

Cependant, la myoferline y est exprimée de maniére similaire au cancer du pancréas [83].

Figure 26 : L’expression de CCLS est plus élevée chez les patients qui répondent a I’anti-PD1. L’expression de CCL5 a
été évaluée chez les répondeurs (33 patients) et non répondeurs (12 patients) a I’anti-PD1 grace a I’outil en ligne CRI iAtlas
(https://isb-cgc.shinyapps.io/iatlas/). Un test statistique t-test indépendant a été utilisé. n=45.

Pour finir, étant donné que I’expression de RANTES est régulée par la voie de signalisation
NF-«B, nous avons investigué si cette voie était activée dans les CAFs déplétés en myoferline.
Pour rappel, I’activation de ce facteur de transcription peut s’effectuer de deux manieres : de
manicre canonique et non-canonique. La voie canonique fait intervenir le complexe IKK
(IKKa, IKKB et NEMO) qui, une fois activé, phosphoryle IkB-a (inhibiteur de NFxB). Ainsi,
les diméres p50 et p65 peuvent subir une translocation vers le noyau. La voie non-canonique
implique le complexe IKKa qui phosphoryle p100 entrainant son clivage pour produire p52.
Une fois que p52 et RelB sont localisés dans le noyau, I’expression des cytokines peut avoir
lieu. Nous avons observé une potentiel activation de la voie non-canonique dans les CAFs
déplétées en myoferline par I’intermédiaire d’une augmentation du ratio p52/p100. Cependant,
dans une expérience préliminaire d’Immunofluorescence, nous n’avons pas pu confirmer si
cette activation est accompagnée d’une translocation nucléaire de p52 nécessaire a I’expression
de RANTES. Des expériences supplémentaires doivent étre réalisées afin de confirmer une
activation de la voie non-canonique de NF-kB comme la phosphorylation de IKKa par Western-
blot, I’investigation de la translocation de p52 par fractionnement cellulaire et la quantification
de la transcription de génes cibles tels que les chimiokines CXCL1 et les cytokines TNF-a, IL-
1B, IL-6 ou encore IL-8 [78]. En plus, nous aurions pu étudier la voie non canonique sous
stimulation exogene, en utilisant des ligands tels que RANK-L. Une expérience de validation
doit également étre réalisée pour lier la production de CCL5 a I’activation de la voie de
signalisation NF-kB. Nous pourrions éteindre 1’expression des genes codant p52/p100 par

I’intermédiaire de siRNA afin de voir une perte d’induction de CCL5 sous shMYOF. De plus,
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nous pourrions évaluer I’effet biologique de CCL5, a savoir Iinfiltration immunitaire au sein

des tumeurs.

En ce qui concerne les limites de nos modeles, il convient de noter que les modeles utilisant du
milieu conditionné par des CAFs excluent toutes interactions directes entre les cellules. Une
perspective intéressante serait de développer des sphéroides hétérotopiques constitués a la fois
de cellules cancéreuses et de CAFs. Ce modele permet de mettre en évidence la prolifération et
la migration des cellules cancéreuses. A cet égard, notre laboratoire dispose d’un modéle de

sphéroides constitué des cellules HPAF-II.

Dans I’objectif de se rapprocher d’une situation clinique, la myoferline pourrait étre ciblée
pharmacologiquement et non génétiquement. Nous pourrions traiter des sphéroides
hétérotopiques avec le WJ460 (282T17255, Tebubio), un inhibiteur pharmacologique de la
myoferline. Dans cette perspective, notre équipe est actuellement en train d’évaluer 1’intérét
d’une combinaison entre le WJ460 et la radiothérapie. Nous pourrions également utiliser des
organoides composés de cellules souches pancréatiques cultivées dans du matrigel, afin de
mieux reproduire I’environnement extracellulaire en présence de CAFs. Une autre limite de
notre étude réside dans I’utilisation de lignées cellulaires cancéreuses qui ne reflétent pas
pleinement 1I’hétérogénéité inter- et intra-tumorale observée chez les patients. De plus, le role
des cellules stellaires (hPSC) pancréatiques dans 1’établissement de la population des CAFs
reste controversé. Bien qu’elles aient longtemps été considérées comme étant la seule source
de CAFs, une étude récente de tragage, ciblant une protéine de liaison aux acides gras (Fatty
Acid Binding Protein 4 - FABP4), a révélé qu’ils ne contribuaient que d’une fagon mineure au

pool de CAFs (1 a 10 %) [84].

En termes de perspectives, il serait intéressant d’investiguer le mécanisme de CCL5 (NF-«xB)
et son effet biologique (réponse immunitaire) puisque nous avions mis en évidence une
augmentation importante de 1’expression mais également de 1’abondance dans le milieu
conditionné par des CAFs déplétés en myoferline. De plus, le role de CCL5 n’a jamais été

exploré au sein de notre laboratoire.

Les données du « The Cancer Genome Atlas » (TCGA), dans lesquelles 146 patients atteints de
PDAC ont été ségrégé en trois groupes selon leur expression de CCLS au sein de la tumeur
(basse, intermédiaire et €levée), nous ont permis d’évaluer la signature immunitaire pour chaque

patient. Les patients qui présentent une forte expression de CCLS5 (high CCLS5 expression) ont
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le score immunitaire le plus élevé, c'est-a-dire une infiltration immunitaire plus importante dans
la biopsie. De plus, les patients avec un score immunitaire intermédiaire expriment CCL5 de
manicre significativement plus importante par rapport a ceux avec un score immunitaire plus
bas. L’expression de CCL5 est donc proportionnelle au score immunitaire des patients atteints
de PDAC (Figure 25A). Cependant, quels types de cellules immunitaires infiltrent la tumeur ?
Une étude réalisée par Mgrditchian et ses collégues démontre une corrélation positive entre
I’expression de CCLJ5 et un des marqueurs des cellules Naturel Killer (NK) (NKp46) chez les
patients atteints de mélanome [79]. En effet, d’apres les données du TCGA, les patients atteints
de PDAC qui expriment fortement CCL5 ont une expression plus élevée de marqueurs
cellulaires des NK (NCRI et NCR3) (Figure 25B). Nous pourrions réaliser un phénotypage
immunitaire par FACS sur des tumeurs murines afin de valider une infiltration des cellules NK.
Nous pourrions également valider une infiltration des cellules NK ou d’autres cellules
préalablement révélées par FACS en marquant le granzyme B (marqueur des cellules NK) sur
une coupe immunohistochimique de modeéles murins traités au WJ460 ou d’une souris Myof<°
ou de patients atteints de PDAC afin de mettre en évidence une éventuelle corrélation négative
entre I’abondance de la myoferline dans le stroma et le granzyme B. Nous pourrions confirmer
I’hypothese selon laquelle CCLS attire les cellules NK dans la tumeur pancréatique en utilisant

un inhibiteur du récepteur CCLS, le maraviroc.
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Figure 27 : Données exploratoires du The Cancer Genome Atlas (TCGA) illustrant ’implication de CCL5 dans
Pinfiltration des cellules immunitaires. A) Score immunitaire des patients ségrégés en trois groupes selon I’expression de
CCLS5. Les patients qui expriment le plus CCL5 ont le score immunitaire le plus élevé. De plus, les patients qui présentent une
expression intermédiaire de CCL5 ont un score immunitaire plus haut que les patients qui expriment le moins CCL5. B)
Marqueurs cellulaires des cellules NK : NCRI et NCR3. Les patients qui présentent I’expression de CCL5 la plus élevée
expriment de maniere plus importante NCRI et NCR3 en comparaison des patients qui expriment moins de CCL5.

Pour finir, il serait intéressant de dresser un profil plus complet de la composition des milieux
conditionnés par les CAFs déplétés en myoferline. Outre leur composition en

cytokines/chimiokines, leur contenu en métabolites ou en exosomes pourrait étre évalué.
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Figure 28 : Perspectives basées sur les résultats obtenus durant ce mémoire.

Cellule cancéreuse pancréatique

En conclusion, cette étude a révélé un nouveau médiateur, RANTES (CCLS5), dont la sécrétion

par les CAFs est potentiellement sous la dépendance de la myoferline. Ce facteur est impliqué

dans I’infiltration des cellules immunitaires au sein des tumeurs pancréatiques. Les résultats

obtenus au cours de ce mémoire apportent ainsi de nouvelles connaissances sur les interactions

entre les CAFs et les cellules cancéreuses, ouvrant ainsi la voie a de nouvelles perspectives

quant au potentiel immunorégulateur de la myoferline.
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Annexes

Membrane du cytokine Array

A B C D E F G H i J K
1 Pos Pos Pos Pos Neg Neg ENA-78 GCSF GM-CFS GRO GRO- a
2 1-309 IL-Ta IL-1p IL-2 IL-3 IL-4 IL-5 IL-6 IL-7 IL-8 IL-10
3 IL-12 IL-13 IL-15 TFN-y MCP-1 MCP-2 | MCP-3 | MCFS MDC MIG MIP-1b
p40/p70
4 MIP-16 | RANTES | SCF SDF-1 TARC TGF-pl | TNF-a | TNF-B | EGF IGF-1 Angio-
genin
5 Onco- Thrombo VEGF PDGF- Leptin BDNF BLC Ck B 8-1 Eotaxin Eotaxin- Eotaxin-3
statin M poietin BB 2
6 FGF-4 FGF-6 FGF-7 FGF-8 Flt-3 Fractal- | GCP-2 GDNF HGF IGFBP-1 | IGFBP-2
Ligand kine
7 IGFBP-3 | IGFBP-4 | IL-16 IP-10 LIF LIGHT | MCP-4 | MIF MIP3 o | NAP-2 NT-3
8 NT-4 Osteo- Osteo- PARC PIGF TGF- B2 TGF- B3 TIMP-1 TIMP-2 Pos Pos
pontin protegrin
Anticorps utilisés lors de I’'immunofluorescence indirecte
Anticorps primaires
Antigene cible Origine Type Dilution Fournisseur N° Cat
NF-kB P65 Lapin Monoclonal 1/1000 5% Cell signaling 8242
BSA
P52/p100 Lapin Polyclonal 1/1000 5% Cell signaling 4882
BSA
Anticorps secondaire
Antigene cible Origine Type Dilution Fournisseur N° Cat
Lapin Ane Polyclonal 1/1000 PBS- Fisher scientific A21206
1%BSA




Anticorps utilisés lors du western-blot

Anticorps primaires

Antigene cible Origine Type Dilution Fournisseur N° Cat
Myoferline Lapin Polyclonal 1/1000 Sigma Aldrich HPAO014245
5% BSA
Vimentine Souris Monoclonal 1/2000 Sigma Life V6389
5% BSA Sciences
E-cadhérine Souris Monoclonal 1/10 000 BD Tranduction 610181
5% BSA Laboratories
Snail Mouton Polyclonal 1/1000 5% R&D Systems 095863
BSA
Slug Lapin Monoconal 1/1000 5% Cell signaling 9585s
BSA
B-Actin Souris Monoclonal 1/10 000 5% Sigma P60709
BSA
NF-kB P65 Lapin Monoclonal 1/1000 5% Cell signaling 8242
BSA
P52/p100 Lapin Polyclonal 1/1000 5% Cell signaling 4882
BSA
IKB-a Lapin Monoclonal 1/1000 5% Cell signaling 4812
BSA
P-IKB-a Lapin Monoclonal 1/1000 5% Cell signaling 2859
BSA
HSC70 Souris Monoclonal 1/5000 Santa Cruz sc-7298
5% BSA Biotechnology
Anticorps secondaires
Antigene cible Origine Type Dilution Fournisseur N° Cat
IgG de souris Lapin Polyclonal 1/3000 DAKO P0260
5% Lait
IgG de lapin Chevre Polyclonal 1/3000 Cell Signaling 70745
5% Lait biotechnology
IgG de mouton Cochon Polyclonal 1/3000 Biosource ACI3404
5% Lait international




Amorces utilisées lors de la RT-qPCR

Rv:

5’-CGC-AAA-ATA-TGC-TGG-AAC-TTT-3’

Cible Séquences Source
Myoferline Fw: 5’-TTC-TCA-TCT-TCG-GGA-ACT-GG-3’ Integrated DNA
(MYOF) Rv: 5’-CGT-TGG-AAC-AAA-GCC-TAC-CT-3’ Technologies
Vimentine Fw: 5°-GCG-TGA-CGT-ACG-TCA-GCA-ATA-TGA-3’ Thermo Scientific

Rv: 5’-GTT-CCA-GGG-ACT-CAT-TGG-TTC-CTT-3’
E-cadhérine Fw: 5°-GAC-ACA-TTT-ATG-GAA-CAG-AAA-ATA-ACA-3’ Thermo Scientific
Rv: 5’-AGT-GGA-AAT-GGC-ACC-AGT-TGT-3’
RANTES Fw: 5’-CCT-GCT-GCT-TTG-CCT-ACA-TTGC-3’ Eurogentec
(CCLS) Rv: 5’-ACA-CAC-TTG-GCG-GTT-CTT-TCG-G-3’
IL-1a Fw: 5>-TGT-ATG-TGA-CTG-CCC-AAG-ATG-AAG-3’ Eurogentec
Rv: 5’-AGA-GGA-GGT-TGG-TCT-CAC-TAC-C-3’
IL-1B Fw: 5-CCA-CAG-ACC-TTC-CAG-GAG-AAT-G-3° Eurogentec
Rv: 5’-GTG-CAG-TTC-AGT-GAT-CGT-ACA-GG-3’
IL-6 Fw: 5’-AGA-CAG-CCA-CTC-ACC-TCT-TCA-G-3’ Eurogentec
Rv: 5’-TTC-TGC-CAG-TGC-CTC-TTT-CGT-G-3’
IL-10 Fw: 5’-TCT-CCG-AGA-TGC-CTT-CAG-CAG-A-3’ Eurogentec
Rv: 5°-TCA-GAC-AAG-GCT-TGG-CAA-CCC-A-3’
IL-13 Fw: 5’-ACG-GTC-ATT-GCT-CTC-ACT-TGC-C-3’ Eurogentec
Rv: 5’-CTG-TCA-GGT-TGA-TGC-TCC-ATA-CC-3’
IL-15 Fw: 5>-AAC-AGA-AGC-CAA-CTG-GGT-GAA-TG-3’ Eurogentec
Rv: 5’-CTC-CAA-GAG-AAA-GCA-CTT-CAT-TGC-3’
Eotaxin Fw: 5’-GGG-AGT-GAC-ATA-TCC-AAG-ACC-TG-3’ Eurogentec
(CCL26) Rv: 5’-CAG-ACT-TTC-TTG-CCT-CTT-TTG-GTA-3’
18S Fw: 5’-CTT-CCA-CAG-GAG-GCC-TAC-AC-3’ Eurogentec




