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Figure 46.  Activation des voies de signalisation Akt et ERK1/2 par western blot.... - 138 - 

Figure 47. Courbe étalon pour la quantification des séquences Alu. .......................... - 149 - 

Figure 48. Détection d’ADN tumoral humain dans les xénogreffes orthopiques chez la 

souris. ................................................................................................................................ - 154 - 

Figure 49. Détection d’ADN tumoral humain dans les xénogreffes intraveineuses chez des 

souris. ................................................................................................................................ - 156 - 

Figure 50. Histologie du caecum, poumon et foie par coloration hématoxyline-éosine 

(H&E). .............................................................................................................................. - 157 - 

Figure 51. Expression protéique de CXCL12, β-caténine, CDX2, CXCR4 et CXCR7 par 

immunohistochimie. ........................................................................................................ - 159 - 



 

  

LISTE DES TABLEAUX 

Tableau 1. Classification du cancer colorectal. ............................................................... - 15 - 

Tableau 2. Séquences des deux ARN guides. ................................................................... - 89 - 

Tableau 3. Séquences des amorces en PCR génomique. ................................................ - 91 - 

Tableau 4. Amorces (sens et antisens) utilisées pour analyser l’expression des gènes par 

RT-qPCR. ........................................................................................................................... - 94 - 

Tableau 5. Liste des anticorps utilisés en western blot................................................... - 96 - 

Tableau 6. Liste des anticorps utilisés en immunofluorescence. ................................... - 96 - 

Tableau 7. Liste des anticorps utilisés en cytométrie en flux. ........................................ - 98 - 

Tableau 8. Séquences des amorces des séquences Alu. ................................................. - 149 - 

Tableau 9. Liste des anticorps utilisés en immunohistochimie. ................................... - 152 - 

 

 



 

ABRÉVIATIONS 

ACKR : Atypical Chemokine Receptor  

ADN : Acide DésoxyriboNucléique 

Akt : Protéine kinase B  

APC : Adenomatous Polyposis Coli 

ARN : Acide RiboNucléique 

CAF : Cancer Associated Fibroblast 

Cas 9 : CRISPR Associated protein 9 

CCR : Cancer ColoRectal 

CDKN2A : Cyclin-Dependent Kinase 

inhibitor 2A 

CIMP : CpG Island Methylation Phenotype 

CIN : Chromosome INstability 

CpG : Cytosine-phosphate-Guanine  

CRISPR : Clustered Regularly Interspaced 

Short Palindromic Repeats 

CTLA-4 : Cytotoxic T lymphocyte 

Antigen 4  

CXCL12 : Chemokine (C-X-C Motif) 

Ligand 12 

CXCR4 : C-X-C chemokine receptor type 

4 

CXCR7 : C-X-C chemokine receptor type 

7 

EGF/R : Epidermal Growth 

Factor/Receptor 

EMT : Epithelial-Mesenchymal Transition 

Erk : Extracellular signal-regulated kinases 

FAP : Familial Adenomatous Polyposis  

FGF/R : Fibroblast Growth 

Factor/Receptor 

GAG : GlycosAminoGlycanes 

GDP/GTP : Guanine Di/Triphosphate 

HDR : Homology Directed Repair 

HIF : Hypoxia-Inducible Factor 

HNPCC : Hereditary NonPolyposis 

Colorectal Cancer 

HSC : Hepatic Stellate Cells  

ICI : Immune Checkpoint Inhibitor 

IGFR : Insulin-like growth factor receptor 

KO : Knock-out 

LOH : Loss Of Heterozygosity  

MAPK : Mitogen-Activated Protein 

Kinase 

MEC : Matrice ExtraCellulaire  

MICI : Maladies Inflammatoires 

Chroniques de l’Intestin 

MIN : Microsatellite instability  

MMP : Matrix MetalloProteinase 

MMR : Mismatch Repair Mismatch Repair 

MSS : MicroSatellite Stable  

MSI : MicroSatellite Instable 

mTOR : Mammalian Target Of Rapamycin 

NHEJ : Non-Homologous End Joining 

PD-1/-L1 : Programmed Cell Death 

Protein 1/Protein Ligand 1 

PDGFR : Platelet Derived Growth Factor  



 

  

Receptor 

PI3K : PhosphatidylInositol 3-Kinase 

PIP2/3 : PhosphatidylInositol-

di/triphosphate 

RTK : Récepteur à Tyrosine Kinase 

SDF-1 : Stromal Cell-Derived Factor 1 

Taq Polymérase : Thermus aquaticus 

Polymérase 

TGF : Transforming growth factor  

TGFBR : TGF-β Receptor type  

TIMP : Tissue Inhibitor of 

MetalloProteinases 

TNM : Tumor, Node, Metastasis 

VEGF/R : Vascular Endothelial Growth 

Factor/Receptor 

VIH : Virus de l’Immunodéficience 

Humaine  

WHIM : Warts, 

Hypogammaglobulinaemia, Infections and 

Myelokathexis 

Wnt : Wingless 

ZEB : Zinc finger E-box- Binding 

homeobox 1/2CC 

ZO : Zonula Occludens 



 

- 1 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

INTRODUCTION 

 

 

  



- 2 - 

 

 
Figure 1. Anatomie du côlon.  

Le côlon droit comprend le caecum, le côlon ascendant et 2/3 du côlon transverse et le côlon gauche 

comprend 1/3 du côlon transverse, le côlon descendant et le sigmoïde. 

 

 

Figure 2. Représentation schématique de la structure histologique du côlon. 

En partant de la lumière vers la périphérie, on distingue 4 couches : la muqueuse (glandes, chorion et 

musculaire muqueuse), la sous-muqueuse, la musculeuse et la séreuse.  



 

- 3 - 

 

 

1. Le côlon 

 Caractéristiques anatomiques du côlon  

Le côlon est un organe du tractus gastro-intestinal localisé dans la cavité abdominale. Il est la 

continuité de l’intestin grêle et constitue avec le rectum, le gros intestin qui se termine par la 

cavité anale. Ainsi, le côlon représente la partie la plus large de l’intestin avec une longueur de 

150 cm et un diamètre de 7,5 cm au niveau du caecum et 2,5 cm pour le côlon sigmoïde.  

Morphologiquement, le côlon est subdivisé en cinq parties (Figure 1). Le caecum représente le 

premier segment (6-8 cm de longueur) et est localisé à droite de l’abdomen. Il relie l’intestin 

grêle au côlon par la valvule iléo-caecale. Le caecum continue vers le côlon ascendant (12-20 

cm) jusqu’à l’angle colique droit ou angle hépatique, ce dernier étant directement joint au côlon 

transverse (40-50 cm). Ce segment du côlon constitue sa partie la plus longue et la plus motile 

au bout duquel on retrouve l’angle colique gauche ou angle splénique. Alors débute le côlon 

descendant (30 cm) qui se prolonge vers le bas de la cavité péritonéale jusqu’au côlon sigmoïde. 

Le sigmoïde constitue la dernière partie la plus étroite du côlon de longueur variable. Cette 

dernière partie est liée au rectum (10-12 cm), lequel se prolonge vers le canal anal.  

Plus simplement, on retrouve le côlon droit avec le caecum et le côlon ascendant, également 

appelé côlon proximal, le côlon transverse puis le côlon gauche avec le côlon descendant et 

sigmoïde, encore appelé côlon distal (Figure 1). Sur le plan embryologique, le côlon droit avec 

2/3 du côlon transverse, dérive de l’intestin primitif moyen et est vascularisé par l’artère 

mésentérique supérieure alors que le côlon gauche avec 1/3 du côlon transverse, est issu de 

l’intestin primitif postérieur et une vascularisation par l’artère mésentérique inférieure (Kwak 

and Ju, 2019; de Santa Barbara et al., 2003).  

 Caractéristiques histologiques et cellulaires 

Une coupe histologique du côlon indique quatres couches (Figure 2) : de la lumière vers la 

périphérie, on trouve la muqueuse, la sous-muqueuse, la musculeuse et la séreuse.  

• La muqueuse : elle constitue la couche la plus interne du côlon. Elle est formée d’un 

épithélium, d’un chorion et de la musculaire muqueuse.  

L’épithélium est une couche de cellules épithéliales glandulaires formant la structure 

cylindrique des cryptes de Lieberkühn et qui reposent sur une membrane basale. Cet épithélium 

est constitué de cinq types cellulaires et possède une capacité de renouvellement rapide qui 

se produit tous les 3 à 5 jours grâce aux cellules souches localisées à la base des cryptes.  
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Figure 3. Représentation schématique de l’épithélium du côlon. 

On retrouve du fond de la crypte vers la surface, les cinq types cellulaires : les cellules souches, les cellules 

progénitrices (zone de prolifération), les cellules caliciformes (gobelet), les entérocytes, les entéro-endocrines 

et les cellules à touffes ou cellules Tuft (zone de différenciation). D’après Barker et al.,2014.  
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Ces cellules souches maintiennent un stock de cellules souches par auto-renouvèlement mais 

génèrent des cellules progénitrices à forte activité proliférative (Figure 3). Dans la moitié 

inférieure de la crypte, ces progéniteurs se différencient pour donner des entérocytes du lignage 

absorbeur, des cellules en gobelet ou cellules à mucus ou caliciformes, les cellules à touffes ou 

« Tuft », les cellules entéro-endocrines du lignage sécréteur. Ces cellules migrent jusqu’à la 

surface de la crypte pour être éliminées dans la lumière durant le renouvellement de 

l’épithélium.  

Les cellules épithéliales sont juxtaposées au chorion ou lamina propria, tissu conjonctif qui 

comporte des protéines de structure et de soutien, comme les fibres de collagène mais également 

des leucocytes. La musculaire muqueuse (muscularis mucosæ) est formée de cellules 

musculaires lisses et se trouve à la limite de la muqueuse et de la sous-muqueuse. 

• La sous-muqueuse : c’est le tissu conjonctif fibreux qui contient des fibroblastes, des 

cellules immunitaires (lymphocytes), des vaisseaux sanguins et des fibres nerveuses ou 

plexus de Meissner. 

• La musculeuse ou muscularis propria : représente le tissu musculaire et est formée de 

deux couches de muscles lisses, une couche circulaire interne et une couche 

longitudinale externe, les deux disposées de manière hélicoïdale. Entre ces deux 

couches, se trouvent le plexus nerveux myentérique d’Auerbach et des cellules de Cajal, 

cellules « pacemaker » qui contrôlent le rythme du péristaltisme. 

• La séreuse ou adventice : il s’agit de la couche la plus externe du tissu conjonctif 

souvent riche en adipocytes. 

 Fonctions du côlon 

La fonction principale du côlon est d’absorber les nutriments et l’eau des aliments qui n’ont pas 

été absorbés par l’intestin grêle et de synthétiser certaines vitamines. La déshydratation des 

résidus alimentaires conduit à la formation de matières fécales semi-solides qui sont acheminées 

jusqu’au canal anal. La lumière colique abrite également la grande majorité du microbiote 

intestinal. Grâce aux différentes enzymes produites par ce microbiote, le côlon peut digérer les 

glucides résiduels non digérés par fermentation et métabolisation. 

2. Le cancer colorectal 

Notre organisme produit chaque jour des milliards de cellules mortes pour faire place à des 

milliards de cellules naissantes qui seront soumises à une régulation stricte lors de processus de 

différenciation et de croissance, d’interactions cellulaires et environnementales et d’apoptose.  



- 6 - 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4. Traits caractéristiques des cellules cancéreuses.  

D’après Hanahan et Weinberg, 2000.      
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Cependant, des perturbations dans ces processus peuvent générer de nombreuses pathologies 

dont le cancer. 

D’un point de vue moléculaire, un cancer survient à la suite d’altérations génétiques et 

épigénétiques successives dans les cellules saines conduisant à leur transformation tumorale et 

qui confèrent à la cellule cancéreuse un avantage sélectif par rapport aux cellules saines 

environnantes. Les gènes touchés interviennent spécialement dans la régulation de l’apoptose 

et la prolifération cellulaire, ce qui permet aux cellules tumorales d’acquérir des compétences 

de résistance aux signaux de mort cellulaire, d’accélération du cycle cellulaire et même 

l’induction d’un pouvoir métastatique (Figure 4). 

Le cancer colorectal (CCR) est une tumeur qui se développe dans les cellules de la muqueuse 

colique et rectale avec environ 40% des cancers qui touchent le rectum et 60% localisés dans 

le côlon (Infocancer France, 2021). Bien que les deux maladies soient regroupées sous le nom 

de cancer colorectal, elles sont complètement distinctes tant d’un point de vue moléculaire que 

structurale et implique une prise en charge complètement différente. 

 Epidémiologie  

Dans le monde, le CCR est un problème de santé publique avec une prévalence particulière 

dans les pays développés et la population vieillissante. En 2020, il a été classé comme le 3ème 

cancer le plus fréquent, avec une estimation annuelle de 1.148.515 nouveaux cas affectant aussi 

bien les hommes que les femmes (Sung et al., 2021). Parce que la majorité des patients sont 

diagnostiqués aux stades métastatiques de la maladie (O’Connell et al., 2004), il est le 2ème 

cancer causant une forte mortalité avec près de 576.858 décès par an dans le monde (Sung et 

al., 2021).  

L’incidence de cette maladie était en augmentation constante depuis 20 ans, mais elle s’est 

stabilisée depuis 2015. Cependant, en France, près de 44.000 nouveaux cas ont été recensés en 

2018. Même si on constate une amélioration du taux de survie grâce au développement des 

techniques de dépistage, cette maladie est tout de même responsable de plus de 17.000 décès 

en 2018 (Institut National du Cancer. Édition 2021). Par ailleurs, l’incidence du CCR va 

augmenter dans le monde de 60% avec plus de deux millions de nouveaux cas et plus d’un 

million de morts en 2030 selon les prévisions (Arnold et al., 2017). 

Dans le côlon, l’incidence varie avec la localisation du cancer. Ainsi, l’apparition d’une tumeur 

est plus fréquente dans le côlon gauche que dans le côlon droit (Schrag et al., 2016).  
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Figure 5. Répartition des cas de cancers coliques survenant dans divers contextes familiaux.  

D’après National Institute of Cancer. Avril 2022.  
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 Facteurs de risque 

Si les causes du développement d’un CCR ne sont pas clairement identifiées comme pour 

beaucoup de cancers, il survient de manière sporadique pour la majorité des cas (70 à 80%), 

tandis que moins de 10% sont héréditaires (Lynch et al., 1992; Souglakos, 2007). 

L’étiologie de ce cancer fait intervenir divers facteurs dont l’âge et la prédisposition à des 

formes familiales (Lynch et al., 1992; Mármol et al., 2017). De ce fait, un risque moyen est 

attribué aux hommes et femmes de plus de 50 ans. Cependant, dans les CCR sporadiques, des 

facteurs liés au mode de vie, au déséquilibre alimentaire avec une alimentation riche en matières 

grasses et pauvre en fibres, à une vie sédentaire avec une activité physique insuffisante, à une 

consommation abusive d’alcool et de tabac, l’obésité, constituent des facteurs de risque 

(Ahmed, 2004; Keum and Giovannucci, 2019). D’autre part, une maladie inflammatoire 

chronique intestinale (MICI) de type rectocolite hémorragique ou maladie de Crohn, influence 

fortement la survenue d’un CCR (Lukas, 2010; Nuako et al., 1998). Ainsi, le risque augmente 

avec la durée de la maladie, la sévérité et l’étendue de l’inflammation (Itzkowitz and Harpaz, 

2004). Ce risque est de 2 à 5 fois supérieur au risque moyen de développer un CCR à partir 

d’un polype, ou d’un parent du 1er degré ayant développé des polypes ou un CCR (Lukas, 2010; 

Nuako et al., 1998).   

 Formes héréditaires du cancer colorectal  

Dans les formes héréditaires on trouve la polypose adénomateuse familiale (PAF), le syndrome 

de Lynch ou HNPCC (Hereditary NonPolyposis Colorectal Cancer) qui est un syndrome 

héréditaire sans polypose et moins fréquemment, la polypose hamartomateuse (syndrome de 

Peutz-Jeghers, PJS), ou la polypose juvenile (JPS) (Byrne and Tsikitis, 2018; Chung, 2010; 

Fearnhead et al., 2002) (Figure 5). 

2.3.1. La polypose adénomateuse familiale ou polypose colique familiale  

La polypose adénomateuse familiale (PAF) ou Familial Adenomatous Polyposis (FAP) est une 

affection héréditaire à transmission autosomique dominante rare et contribue pour moins de 1% 

des cas de CCR (Brenner et al., 2014). Elle est causée par la mutation du gène APC 

(Adenomatous Polyposis Coli) (Cottrell et al., 1992; Groden et al., 1991) et caractérisée par la 

présence de centaines/milliers de polypes dans la paroi interne du côlon ou du rectum qui 

apparaissent à l’adolescence (10 à 12 ans). Après détection, la résection de ces lésions voire 

l’ablation du côlon est nécessaire pour prévenir la survenue d’un CCR. Par ailleurs, le risque 
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de développer un CCR demeure et s’élève à 100% avant l’âge de 40 ans si les polypes ne sont  

pas réséqués (Galiatsatos and Foulkes, 2006).  

2.3.2. Le syndrome de Lynch ou syndrome du cancer colorectal sans polypose  

Le syndrome de Lynch ou HNPCC est la forme de prédisposition la plus fréquente et représente 

1 à 5% des CCR. C’est une affection sans polypose préalable, de transmission autosomique 

dominante survenant chez des personnes âgées de moins de 50 ans. Son diagnostic est difficile 

en l’absence de polypes et peut être souvent confondu avec un cancer sporadique. L’affection 

de HNPCC est liée à la mutation d’un des gènes impliqués dans le système de réparation de 

mésappariements de bases ou MMR (MisMatch Repair) lors de la réplication de l’ADN : les 

gènes MLH1, MSH2, MSH6 ou PMS2 dont MLH1et MSH2 sont les plus touchés (Chung, 2010; 

Lynch and Smyrk, 1996).  

Le syndrome de Lynch serait responsable de l’apparition d’un CCR très précocement (Chung, 

2010), en général avant 40 ans où il sera préférentiellement localisé dans le côlon droit. De plus, 

les personnes porteuses du HNPCC sont plus aptes à développer des cancers dans d’autres 

organes comme l’utérus,  l’estomac, l’ovaire, l’endomètre et le pancréas (Chung, 2010).  

 Dépistage du cancer 

Un dépistage du CCR permet de détecter des formes précoces et de prévenir le développement 

de cancers avancés, plus difficiles à traiter. Grâce au dépistage, environ 35% des cas sont 

diagnostiqués au stade localisé, 38% au stade régional et près de 20% au stade métastatique 

(Burt, 2000; Tauriello et al., 2017). Chez ces patients, les métastases se forment 

préférentiellement dans le foie dans 75% des cas contre 15% dans les poumons. 

Le premier test de dépistage développé consistait à rechercher du sang dans les selles ou test 

Hemoccult II ; mais il était peu sensible puisque la majorité des tumeurs ne saignent pas au 

départ.  

Par la suite, un test immunologique a été proposé depuis quelques années et consiste à 

rechercher la présence d'hémoglobine humaine dans les selles grâce à l'utilisation d'anticorps 

spécifiques. Ce test détecte 8 cancers sur 10 à un stade le plus souvent curable. En cas de 

détection positive, une colonoscopie est proposée. La colonoscopie permet d’examiner le 

rectum et le côlon jusqu’à la jonction iléo-colique. Elle est également préconisée dans les cas 

d’antécédents de FAP. Aux États Unis, cette méthode de dépistage a permis de réduire les taux 

d'incidence et de mortalité du CCR distal d'environ 60 à 80% (Cunningham et al., 2010). 

Une autre méthode utilisée est le colo-scanner. Ce dernier se présente comme une radiographie  
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Figure 6. Séquence polype-adénome-carcinome dans la carcinogénèse colorectale. 

Les mutations et/ou anomalies chromosomiques observées dans le CCR favorisent la transformation d’un 

polype à un adénome qui peut évoluer en carcinome. D’après Paschos et al., 2014. 
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apparentée à la colonoscopie mais ne permet pas la detection de polypes de moins de 1 cm. 

 Anatomopathologie  

Un modèle de carcinogenèse du CCR a été proposé par Fearon et  Vogelstein en 1990 selon un 

modèle d’évolution de la séquence adénome-carcinome appelé également Volgelgramme 

(Fearon and Vogelstein, 1990) (Figure 6). Ainsi, cette séquence résulterait d’une accumulation 

successive d’évènements génétiques d’inactivation des gènes suppresseurs de tumeurs et 

d’activation des oncogènes, qui favorisent le passage progressif d’un épithélium normal vers 

un épithélium tumoral.  

Dans la pathologie CCR, on distingue des lésions précurseurs avec les polypes non 

adénomateux et les polypes adénomateux ou adénomes qui peuvent évoluer vers un cancer. 

Dans 95% des cas, le cancer sera de type adénocarcinome (Sameer, 2013). Par définition, les 

polypes sont des excroissances macroscopiques de cellules épithéliales qui font saillies dans la 

lumière du côlon et du rectum. Sur l’ensemble des polypes, seulement 70 à 75% deviennent des 

adénomes et sont de véritables lésions précancéreuses, cependant, seuls 15 à 20% d’entre eux 

évolueront vers un adénocarcinome sur une durée moyenne de 10 à 20 ans. 

2.5.1. Sous-types de polypes 

Traditionnellement, les polypes CCR ont été divisés en deux grands sous-types : hyperplasiques 

et adénomateux. Il a été longtemps pensé que ces deux sous-types étaient différents et avaient 

des issues distinctes, les adénomes étant potentiellement précancéreux, mais pas les polypes 

hyperplasiques (HP) (Liang et al., 2013). Par ailleurs, plusieurs évidences ont montré que les 

HP pouvaient être des précurseurs d’un certain nombre de tumeurs sporadiques, ce qui a permis 

d’identifier un nouveau type de lésion, le polype festonné ou dentelé ou « serrated » en anglais 

(Jass, 2007a). Ainsi, les tumeurs dérivées de ces polypes évoluent suivant une voie alternative 

à la carcinogénèse colorectale classique, une transition polype dentelé-adénome-carcinome. 

Ces polypes présentent des caractéristiques morphologiques et moléculaires différentes des 

adénomes classiques et se caractérisent par une forte instabilité microsatellitaire, une forte 

méthylation des îlots CpG et la mutation du gène BRAF. De plus, il semblerait que la 

progression tumorale de la voie des adénomes festonnés survienne plus rapidement que celle 

de la voie adénome-carcinome classique (Oono et al., 2009).  

L’hyperplasie se définit comme la multiplication anormale des cellules épithéliales et qui 

résulte en une augmentation du nombre de cellules et du volume du tissu épithélial.  

Dans les tissus dysplasiques, les cellules ont acquis des caractéristiques propres de cellules en   
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Figure 7. Aspects histologiques des adénomes conventionnels. 

Adénomes tubuleux (A). Adénomes tubulo-villeux (B). Adénomes villeux (C). D’après Gibson et Robert, 

2016. 
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transformation avec une prolifération plus importante. Elles présentent des caractéristiques 

architecturales et cytologiques différentes des cellules normales définies par un rapport 

noyau/cytoplasme élevé, un pléomorphisme et une perte de polarité. 

2.5.2. Classification morphologique des polypes  

Les polypes ont été catégorisés en trois sous-types selon leur aspect morphologique (sessile, 

pédiculé et plan). Cependant, le polype plan, de par sa petite taille (diamètre <1 cm), présente 

le plus grand risque de cancérisation car sa détection est difficile lors d’une endoscopie.  

2.5.3. Classification histologique des polypes  

Selon leur architecture microscopique, les adénomes sont également divisés en différents types. 

Les adénomes conventionnels ont été classés en adénome tubuleux, tubulo-villeux et villeux 

(Figure 7). Ces adénomes sont caractérisés par la présence de dysplasie intra-épithéliale et sont 

les précurseurs de presque tous les CCR sporadiques. 

• L’adénome tubuleux représente la majorité des adénomes (75%) dont la taille est <1 

cm. 

• L’adénome villeux est un adénome avec une taille >1 cm. Environ 5% des adénomes 

ont cette structure et présentent le plus grand risque de cancérisation. 

• L’adénome tubulo-villeux est le type d’adénome associant les deux formes tubuleuse et 

villeuse et est retrouvé dans 20% des CCR. 

Dans les adénomes festonnés, on distinguera des polypes hyperplasiques non néoplasiques 

(Hyperplasitic Polyp ou HP) (80-90%), des adénomes sessiles festonnés (Sessile Serrated 

Adenoma/Polyp ou SSA/P) (15-20%) et des adénomes festonnés traditionnels (Traditional 

Serrated Adenoma ou TSA) (1-6%). Seuls les adénomes festonnés traditionnels, caractérisés 

par une dysplasie cytologique, deviennent invasifs (De Palma et al., 2019). 

2.5.4. Classification selon le degré d’évolution cancéreuse 

Les analyses histopathologiques des adénomes dysplasiques dans le CCR ont permis de définir 

deux degrés de dysplasie, un degré de bas grade et un degré de haut grade. Il existe cependant 

une relation entre le degré de dysplasie et la taille de l’adénome. En général, les adénomes plus 

gros (> 1 cm) ont une incidence plus élevée de dysplasie de haut grade (Gibson and Odze, 2000, 

2016). 

 Classification du cancer colorectal  

Comme pour tout cancer, il a été nécessaire de définir des critères pour préciser le stade d’a- 
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Classification 

de Dukes 
Classification 

TNM 

Description 

 
Stade 0 Carcinome in situ (T0, N0, M0) 

A Stade I Pas d’envahissement ganglionnaire, pas de 

métastases, tumeur envahissant la sous-muqueuse 

(T1, N0, M0) ou tumeur envahissant la musculeuse 

(T2, N0, M0) 

B Stade II Pas d’envahissement ganglionnaire, pas de 

métastases, tumeur envahissant la séreuse (T3, N0, 

M0) ou tumeur envahissant des tissus voisins (T4, 

N0, M0) 

C Stade III Envahissement ganglionnaire (tout T, N1, M0) 

D Stade IV Métastases à distances (Tout T, N1 ou N2, M1) 

 

Tableau 1. Classification du cancer colorectal.  

D’après Aga Syed Sameer, 2013. 
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vancement de la maladie, établir une valeur pronostique et proposer une prise en charge 

thérapeutique adaptée. Deux systèmes de classification ont été établis : la classification de 

Dukes et TNM (Tableau 1). En effet, la première classification fût la première proposée par 

Dukes en 1932 (Dukes, 1932; Sameer, 2013). Cependant, c’est le système de classification 

TNM (Tumor-Node-Metastasis) défini par le comité mixte américain sur le cancer (American 

Joint Committee on Cancer ou AJCC) qui est la classification la plus communément utilisée de 

nos jours (O’Connell et al., 2004).  

Ce système est basé sur trois critères qui permettent d’évaluer l’étendue de la maladie à savoir 

la taille et la profondeur de la tumeur primaire (T avec T0 ou T1 à T4), l’atteinte ou non des 

ganglions régionaux et leur nombre (N avec N0, N1 ou N2) et la présence ou non de métastases 

(M avec M0 ou M1). Quatre stades ont été définis dans le système TNM. 

• Le stade 0 correspond à la tumeur in situ, c’est-à-dire qu’elle est limitée à la paroi de la 

muqueuse (T0, N0, M0). 

• Le stade I, la tumeur commence à s’étendre à la sous-muqueuse ou la musculeuse 

constituant le côlon ou le rectum (T1, N0, M0 ou T2, N0, M0). 

• Le stade II, elle traverse les autres couches de la paroi colique et rectale (séreuse ou 

d’autres organes ou structures et perfore le péritoine viscéral) sans aucun envahissement 

des ganglions (T3, N0, M0) ou (T4, N0, M0).  

• Le stade III est caractérisé par l’envahissement d’au moins un ganglion environnant 

(tout T, N1 ou N2, M0). 

• Le stade IV est la propagation de la tumeur au-delà du côlon et du rectum pour son 

implantation dans des organes de métastases à distance (tout T, N1 ou N2, M1). 

 Phénotypes du cancer colorectal 

À la suite des travaux de Fearon et Vogelstein, les CCR ont été classés en trois grands 

phénotypes selon les anomalies génétiques identifiées (Harada and Morlote, 2020; Lengauer et 

al., 1998; Sameer, 2013).  

2.7.1. Phénotype à instabilité chromosomique ou Chromosome INstable  

Les tumeurs à instabilité chromosomique ou Chromosome Instable (CIN) ou encore 

microsatellite stable (MSS) sont les plus fréquentes et représentent 80 à 85% des cas de CCR 

(Migliore et al., 2011). Cette instabilité chromosomique est causée par des pertes ou de gains 

de chromosomes entiers, ou de régions chromosomiques à la suite de réarrangements structurels 
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induisant une anomalie du nombre de chromosomes (aneuploïdie ou polyploïdie), ou une perte 

d’hétérozygotie (Loss Of Heterozygosity (LOH)).  

Les altérations touchent les gènes suppresseurs de tumeurs ou les oncogènes (Jass, 2007b). On 

retrouve principalement la perte des chromosomes 5, 17 et 18 sur lesquels sont localisés 

respectivement les gènes APC (5q21), TP53 (17p13), DCC (Deletion of Colon Cancer) et de 

SMAD2-4 (18q21) ou des gains touchant le chromosome 8 pour le gène C-MYC en 8q24 

(Fearon and Vogelstein, 1990; Jass, 2007b; Nakayama and Oshima, 2019; Sánchez-Pernaute et 

al., 2005; Takagi et al., 1998). Cependant, d’autres régions sont également concernées par des 

pertes. On retrouve notamment les chromosomes 1q, 4p, 6p, 8p, 9q et 22q qui sont détectés 

dans 25-50% des cas étudiés (Fearon and Vogelstein, 1990; Nguyen and Duong, 2018). 

2.7.2. Phénotype à instabilité microsatellitaire ou MicroSatellite INstability 

Le second phénotype représente des tumeurs caractérisées par une instabilité des microsatellites 

(MSI) ou MicroSatellite INstability (MIN) qui correspond à 15-20% des CCR (Lynch et al., 

1992). Ce phénotype se traduit par une défaillance dans le système de réparation des 

mésappariements de bases ou MisMatch Repair (MMR) au cours de la réplication de l’ADN 

(Eshleman and Markowitz, 1996; Lengauer et al., 1998; Lynch et al., 1992). Ce défaut entraîne 

une accumulation de mutations dans les microsatellites, séquences répétées de 1 à 20 

nucléotides dans la région codante de certains gènes impliqués dans la carcinogénèse du CCR 

(Lengauer et al., 1998). Les gènes affectés incluent principalement MLH1 et MSH2, qui sont 

associés au syndrome de Lynch (Lynch and Smyrk, 1996; Lynch et al., 1992; Yamamoto and 

Imai, 2015), ou encore les gènes BAX et de la voie du TGF-β (Shima et al., 2011; Xu and 

Pasche, 2007). 

En dehors des mutations observées dans les microsatellites parmi les mécanismes responsables 

de l’inactivation du système MMR, il existe également une hyperméthylation du promoteur de 

MLH1 conduisant à la perte d’expression du gène. Contrairement au syndrome de Lynch, c’est 

ce mécanisme qui est retrouvé dans la majorité des tumeurs MSI d’origine sporadique (Lao and 

Grady, 2011; Lynch and de la Chapelle, 2003).  

Les tumeurs de phénotype MSI sont également divisées en MSI-High (MSI-H) et MSI-Low 

(MSI-L) (Pawlik et al., 2004). Si les critères d’évaluation du statut microsatellitaire des tumeurs 

varient d’une étude à l’autre, il existe cependant un consensus sur le fait que certains marqueurs, 

notamment les répétitions mononucléotidiques telles que BAT25, BAT26 et BAT40 et les 

répétitions dinucléotidiques D5S346, D2S123 et D17S250, sont particulièrement utiles pour 

l'identification des tumeurs MSI (Pawlik et al., 2004). Par ailleurs, la distinction entre ces deux 
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groupes dépend fortement à la fois du type et du nombre de microsatellites analysés. Par 

exemple, les marqueurs dinucléotidiques démontrent à la fois des tumeurs MSI-H et MSI-L, 

tandis que les marqueurs mononucléotidiques tels que BAT26 et BAT40 sont relativement 

spécifiques des cancers MSI-H.  

D’un point de vue clinique, il est maintenant connu que les CCR de phénotype MSI 

(sporadiques ou héréditaires) à stade égal ont un meilleur pronostic que les cancers de 

phénotype MSS (Grady and Pritchard, 2014; Popat et al., 2005; Watanabe et al., 2012).  

2.7.3. Phénotype méthylateur ou CpG Island Methylator Phenotype  

Plus récemment, un troisième phénotype (CpG Island Methylator Phenotype (CIMP))  a été 

établi en étudiant la méthylation/hyperméthylation des séquences répétées des nucléotides CG 

ou îlots CpG (Cytosine-phosphate-Guanine) dans les régions promotrices de certains gènes 

suppresseurs de tumeur, tels que CDKN2A, entraînant une répression transcriptionnelle 

inappropriée du gène  (Lao and Grady, 2011; Samowitz et al., 2005; Toyota et al., 1999). La 

méthylation peut toucher également le promoteur du gène MLH1 et lorsque les deux allèles sont 

touchés, cela conduit à l’inactivation du système MMR, retrouvée dans les cancers sporadiques 

de phénotype MSI (Cunningham et al., 2010; Lynch and de la Chapelle, 2003). Les deux panels 

de gènes couramment utilisés pour déterminer le statut CIMP d’un CCR, sont un panel classique 

(MINT1, MINT2, MINT31, CDKN2A, hMLH1) et un panel de 5 gènes décrit par Weisenberger 

et al., (2006) (CACNA1G, IGF2, NEUROG1, RUNX3, SOCS1) (Weisenberger et al., 2006). 

Dans un CCR, le phénotype méthylateur est défini par au moins trois des cinq marqueurs 

considérés comme hyperméthylés.  

D’autre part, le phénotype CIMP peut être associé à l’un ou l’autre des deux précédents 

phénotypes ; néanmoins, il est généralement associé au phénotype MSI avec 12% des cas contre 

8% retrouvés dans les phénotypes MSS. Par ailleurs le phénotype CIMP est retrouvé dans les 

tumeurs mutées pour BRAF et fréquemment localisées dans la partie proximale du côlon 

(Gallois et al., 2016). 

Si le pronostic du phénotype méthylateur n’est pas encore défini, il a été rapporté que les 

patients avec un CCR CIMP+ ont une survie globale et une survie sans progression plus courtes 

lorsque ce phénotype est associé au phénotype MSS ; lorsqu’il est associé au phénotype MSI, 

le pronostic devient plus défavorable avec une mutation du gène BRAF (Gallois et al., 2016; 

Juo et al., 2014). 
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3. Traitements thérapeutiques  

La prise en charge thérapeutique des patients atteints de CCR est basée sur le stade 

d’avancement de la maladie au diagnostic. La résection de la tumeur reste le principal traitement 

pour tous les stades et consiste à enlever la tumeur avec une marge distale et proximale d’au 

minimum 5 cm et du réseau ganglionnaire associé. Néanmoins, pour les stades avec un 

envahissement des ganglions (stade III) ou des métastases à distance (stade IV), une 

chimiothérapie associée ou non à une thérapie ciblée est proposée.  

Les traitements chimiothérapeutiques sont utilisés en préventif après une intervention 

chirurgicale d’une tumeur de stade III. Par contre, pour une tumeur de stade IV, une 

chimiothérapie néo-adjuvante est préconisée afin de réduire la taille de la tumeur/métastase 

avant l’exérèse.  

Les protocoles utilisés dans la chimiothérapie conventionnelle actuelle comprennent 

l’association du 5-FU (5-fluorouracile), de l’acide folinique ou la leucovérine et de 

l’oxaliplatine (FOLFOX-4) ou de l’association du 5-FU, de l’acide folinique et de l’irinotécan 

(FOLFIRI), qui sont administrés par voie systémique. Une alternative au FOLFOX est le 

remplacement du 5-FU par la capécitabine (précurseur du 5-FU) qui est actif par voie orale et 

ne nécessite pas d’utiliser la leucovérine. Cette nouvelle association présente la même efficacité 

que le FOLFOX mais avec une meilleure tolérance. Par ailleurs, ces agents qui génèrent des 

dommages à l’ADN, ne sont pas spécifiques qu’aux cellules tumorales car elles induisent une 

toxicité dans les cellules saines en constante prolifération avec pour conséquence, de nombreux 

effets secondaires.  

Récemment, l’introduction de la thérapie ciblée en combinaison avec la chimiothérapie a 

permis de réduire ces effets secondaires et d’améliorer l’efficacité thérapeutique pour les stades 

avancés (Hurwitz et al., 2004; Winder and Lenz, 2010). Cette thérapie repose sur l’utilisation 

d’anticorps qui ciblent la voie angiogénique (anti-VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) 

ou bevacizumab) ou la voie oncogénique EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) 

(cétuximab, panitumumab). À noter que, seuls les patients dont les tumeurs présentent le gène 

KRAS sauvage profitent du traitement anti-EGFR (Van Cutsem et al., 2015), tout comme la 

présence du gène BRAF non muté est également requise pour palier à une résistance (Di 

Nicolantonio et al., 2008).  

Depuis quelques années, de plus en plus d’études s'intéressent à l’immunothérapie. Elle consiste 

à surmonter les mécanismes qui interviennent dans la tolérance immunitaire aux auto-antigènes



 

- 20 - 

 

  

 

 

 

 

Figure 8. Pourcentage des cas de CCR et survie relative à 5 ans des patients atteints de cancer 

colorectal selon le stade.  

D’après National Cancer Institute (American AJCC), Avril 2022. 
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tumoraux et à bloquer la réponse immunosuppressive qui se produit dans le 

microenvironnement tumoral. Ce processus a comme principale origine, l'inactivation et 

l’épuisement des cellules lymphocytaires T via l'activation de récepteurs de points de contrôles 

immunitaires (Immune Checkpoints Inhibitors ou ICI) à la surface des cellules T ; ce qui 

empêche ces lymphocytes de reconnaitre les néo-antigènes tumoraux. Les immunothérapies 

actuelles ciblent le récepteur PD-1 et son ligand PD-L1 (Programmed cell Death 

Protein/Ligand-1), et l'antigène 4 des lymphocytes T cytotoxiques CTLA-4 (Cytotoxic T 

Lymphocyte Antigen 4) avec des anticorps monoclonaux. Ainsi, l'étude exploratoire NICHE 

(ClinicalTrials.gov : NCT03026140) qui a évalué chez des patients avec une tumeur de 

phénotype MSS ou MSI à un stade précoce, un traitement néo-adjuvant avec une dose unique 

d’anti-CTLA-4 (ipilimumab) et deux doses d’anti-PD-1 (nivolumab) a conduit à 100% et 27% 

de réponses respectivement dans les tumeurs MSI et MSS (Chalabi et al., 2020). Plusieurs essais 

contrôlés randomisés de phase II et III sont en cours pour évaluer l’efficacité de 

l'immunothérapie dans les CCR métastatiques des deux phénotypes (en 1ère ligne ou 

réfractaires), avec/sans chimiothérapie (Franke et al., 2019). Lorsqu'elle sera validée dans des 

cohortes plus importantes et avec au moins 3 ans de données de survie sans récidive, 

l’immunothérapie néo-adjuvante pourrait potentiellement devenir la norme de soins pour un 

groupe défini de patients.  

Tous ces schémas thérapeutiques montrent des améliorations de la survie globale et de la survie 

sans progression mais limitées à certains patients. En effet, des résistances (innées intrinsèques 

à la tumeur ou acquises suite à l’adaptation) par la tumeur ouvrent la porte à de la recherche de 

nouvelles cibles potentielles pour pallier ces problèmes.  

4. Pronostic et survie 

Grâce aux stratégies mises en place pour le dépistage du CCR et à l’amélioration des 

traitements, la survie des patients s’est nettement améliorée. Par contre, cette survie dépend 

directement des stades au diagnostic car plus une tumeur est diagnostiquée précocement, plus 

les chances de guérison augmentent. Ainsi, la survie globale à 5 ans, tous stades confondus, est 

de 63% et la chance de guérison est presque totale (> 90%) pour les cancers de stade 0 à II , de 

72% pour les tumeurs de stade III et 14% pour les stades IV métastatiques (American Cancer 

Society's (ACS) - Cancer Facts & Figures 2022) (Figure 8). La survie dépend également du 

phénotype des CCR puisque les patients ayant une tumeur MSI ont un meilleur pronostic que 

les patients ayant une tumeur MSS (Grady and Pritchard, 2014; Popat et al., 2005; Watanabe et 

al., 2012) (Popat et al., 2005; Watanabe et al., 2012).   
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Figure 9. Classification molaire consensus (CMS) des CCR et valeur pronostique associée. 

Identification de 4 sous-types moléculaires de CCR à partir d’approches analytiques et d’analyses 

d’expression génique. CMS1 (14 % : MSI avec activation immunitaire) ; CMS2 (37 % : canonique avec 

différenciation épithéliale et activation de la voie WNT/MYC) ; CMS3 (13% : métabolique avec 

différenciation épithéliale et mutation KRAS) ; CMS4 (23 % : mésenchymateux avec activation de la voie 

TGFβ et angiogenèse avec invasion stromale). D’après Guinney et al., 2015.  
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De manière intéressante, la fréquence de l’apparition des anomalies au niveau des 

microsatellites diminue également avec la progression tumorale comme indiqué par près de 

20% du phénotype MSI retrouvés dans le stade II, 10% dans le stade III et  5% dans le stade IV 

(Rodriguez-Salas et al., 2017). D’autre part, plusieurs classifications moléculaires basées sur le 

profil d’expression des gènes ont été proposées, idéalement, pour définir le pronostic afin 

d’améliorer la prise en charge thérapeutique avec des interventions plus ciblées (Rodriguez-

Salas et al., 2017). Parmi ces classifications, la classification moléculaire consensus des sous-

types de CCR (CMS) a été considérée comme la plus robuste actuellement disponible pour le 

CCR (Figure 9). Cette classification a été réalisée à partir de méta-analyses sur des données 

transcriptomiques en définissant quatre sous-types différents par leurs caractéristiques 

génétiques, épigénétiques et cliniques ainsi que l’expression des voies de signalisation activées 

(Guinney et al., 2015). De plus, chaque sous-type a été associé à une valeur pronostique de 

survie des patients. Ainsi, en cas de CCR non métastatique (stade 0 à III), les tumeurs du sous-

groupe CMS1, caractérisées par un phénotype MSI et une infiltration immunitaire montrent un 

pronostic favorable par rapport au sous-groupe canonique CMS2 présentant une activation des 

voies Wnt et MYC. En revanche, en situation métastatique (stade IV), c’est le sous type CMS1 

qui est lié au plus mauvais pronostic puisque la survie globale des patients était de 14,8 mois 

contre 31,9 mois pour les tumeurs CMS2 (Thiel and Ristimäki, 2013). À l’inverse, dans le sous-

groupe CMS4, la présence de phénotypes de cellules mésenchymateuses est associée à un 

mauvais pronostic, une récidive de la maladie et une survie plus courte. De plus, les tumeurs de 

ce phénotype sont généralement diagnostiquées à des stades avancés III et IV (Guinney et al., 

2015).  

La localisation tumorale est également un facteur important dans la prévision de l’évolution de 

la maladie. En effet, des tumeurs du côlon droit sont associées à un bien plus mauvais pronostic 

pour les tumeurs primaires comme les métastatiques (Schrag et al., 2016; Yahagi et al., 2016). 

Par ailleurs, cette localisation tient compte également de la réponse des traitements 

thérapeutiques. En effet, il a été suggéré dans une méta-analyse de CCR métastatiques (études 

PRIME et CRYSTAL) portant sur des traitements de la chimiothérapie associée à un anticorps 

anti-EGFR en première ligne, que la localisation de la tumeur primaire dans le côlon gauche 

donne un bénéfice de survie aux patients avec le gène Ras sauvage (Holch et al., 2017). De 

plus, dans l’essai clinique FIRE-3, le traitement FOLFIRI seul ou associé au 

cetuximab/bevacizumab en première ligne, donne un bienfait limité sur la survie des patients 

ayant une tumeur primaire dans le côlon droit alors que les traitements améliorent clairement 

celle des patients avec une tumeur colique située dans le côlon droit (Tejpar et al., 2017). 
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Figure 10. Voie WNT/β-caténine. 

En absence d’activation de la voie Wnt, la β-caténine est rapidement dégradée par le protéasome (A). Lorsque 

la voie WNT est activée suite à la liaison du ligand sur son récepteur, la β-caténine s’accumule dans le 

cytoplasme et va transloquer dans le noyau et induire la transcription de gènes cibles (B). La mutation de 

l’APC empêche la dégradation de la β-caténine et conduit à l’activation constitutive de la voie. D’après Nusse 

et Clevers, 2017. 
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5. Voies de signalisation critiques dans la carcinogénèse colorectale 

Les anomalies touchant des gènes régulateurs de différentes voies de signalisation est la 

conséquence de la transformation cancéreuse des cellules normales (The Cancer Genome Atlas 

Network, 2012). Ces dérégulations génétiques sont responsables en général de l’inactivation 

des gènes suppresseurs de tumeurs suite à des pertes alléliques/des mutations de perte de 

fonction ou encore elles peuvent être causées par une amplification génique ou des mutations 

de gain de fonction des oncogènes. En général, les voies altérées dans la carcinogénèse 

colorectale incluent la signalisation de Wnt, du TGF- β, de Ras/MAPK, de PI3K et de p53.  

 La voie Wnt/β-caténine 

La voie Wnt est l’une des voies impliquées dans des processus majeurs tels que l’embryogenèse 

en régulant la prolifération, la polarité et l’identité cellulaires mais aussi le renouvellement et 

le maintien des cellules épithéliales (Clevers, 2006). 

L’élément central de cette voie est la β-caténine. Ainsi, la voie peut être activée de deux 

manières différentes, soit par une voie canonique dépendante de la β-caténine et une seconde 

voie indépendante de cette β-caténine. Par conséquent, le dysfonctionnement de la voie 

canonique a été rapporté pour conduire au développement du CCR (Clevers and Nusse, 2012; 

Nusse and Clevers, 2017).  

Sans activation de la voie Wnt, la concentration de la β-caténine cytoplasmique est maintenue 

à un niveau très faible grâce à un complexe protéique constitué par la DVL (Disheveled), 

l’axine, l’APC, CK1 (Casein Kinase 1) et GSK3 (Glycogen Synthase Kinase 3), qui induisent 

sa phosphorylation, son ubiquitinylation puis sa dégradation par le protéasome. En présence du 

ligand Wnt (Wingless), sa fixation sur le récepteur Frizzled entraine une interaction avec le 

récepteur LRP (Lipoprotein Receptor-related Protein), qui inhibe la phosphorylation de la β-

caténine stabilisant la protéine, qui transloque par la suite dans le noyau. La β-caténine 

accumulée dans le noyau pourra se lier au facteur de transcription TCF (T-Cell transcription 

Factor) ou LEF (Lymphoid Enhancer Factor) pour activer la transcription d’oncogènes comme 

C-MYC, Cycline-D1 ou C-JUN ou de LGR5 (Leucine-rich repeat-containing G-protein coupled 

Receptor 5) impliqués dans la prolifération cellulaire (Behrens et al., 1996) (Figure 10). De 

ce fait, les mutations touchant les acteurs de la voie Wnt conduisent à son activation 

constitutive confortant son rôle oncogénique dans le développement du CCR même en absence 

du ligand (Nusse and Clevers, 2017).  

Les perturbations communes de cette voie affectent majoritairement le gène APC retrouvé dans  
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Figure 11. Voie TGFβ/SMAD. 

La fixation du TGF-β sur son récepteur TGF-βRII entraine la phosphorylation de TGF-βRI et l’activation 

secondaire des SMADs. Ces dernières sont transloquées dans le noyau et induisent la transcription 

d’oncogènes. D’après Gungor et al., 2022. 
  



 

- 27 - 

 

plus de 70% des CCR et localisées dans une zone appélée « mutation cluster region » 

(Aghagolzadeh and Radpour, 2016). Si la mutation de APC, qui survient très précocement 

durant la carcinogénèse, permet l’inactivation du gène, cependant cette perte d’expression est 

associée à une hyperméthylation de son promoteur dans près de 40% de cancers sporadiques 

(Arnold et al., 2004; Chen et al., 2005). Par ailleurs, il existe une grande majorité des tumeurs 

avec la forme sauvage de APC, qui présentent plutôt des mutations activatrices du gène 

CTNNB1 de la β-caténine, empêchant ainsi sa dégradation (Koveitypour et al., 2019; 

Souglakos, 2007). Et cette mutation est retrouvée dans 10% des CCR sporadiques ainsi que 

celle de l’axine fréquente dans 6% des cas (Koveitypour et al., 2019; Sameer, 2013). En outre, 

il a été décrit également qu’une forte accumulation de la β-caténine au niveau du front invasif 

est présente chez des patients avec une mauvaise survie globale (Baldus et al., 2004). 

 La voie TGF-β /SMAD 

La voie de signalisation du TGF-β (Transforming Growth Factor-β) intervient dans la réduction 

de la prolifération des cellules épithéliales coliques en induisant leur apoptose et leur 

différenciation (Jung et al., 2017). De ce fait, la voie TGF-β est généralement considérée comme 

une voie suppresseur de tumeur. 

La signalisation de la voie canonique est initiée par la fixation du TGF-β sur son récepteur à 

sérine/thréonine TGFBRII (TGF-β Receptor type II), qui phosphoryle et recrute le récepteur 

TGFBRI (TGF-β Receptor type I) pour former un hétérodimère. Grâce à la fonction kinase du 

TGFBRI activée, le complexe induit la phosphorylation de SMAD2 et SMAD3 qui sont des 

protéines SMAD associées aux récepteurs (R-SMAD proteins or Receptor associated SMAD 

proteins) leur permettant donc de se lier à la protéine SMAD4. Le complexe hétéroprotéique 

SMAD2/SMAD3/SMAD4 va transloquer dans le noyau pour induire l’expression des gènes 

contrôlant l’arrêt du cycle cellulaire comme p21 et p27 (Koveitypour et al., 2019) (Figure 11). 

En revanche, son rôle paradoxal dans la prédisposition et la progression du CCR a été également 

documenté (Xu and Pasche, 2007). Malgré son intervention précoce dans la carcinogenèse en 

tant qu’inhibiteur de tumeur, toutefois, l’activation de la voie peut favoriser la dissémination 

tumorale en métastases et agît ainsi comme une voie oncogénique (Koveitypour et al., 2019). 

En effet, les perturbations de la voie dans les stades tardifs sont associées à la transformation 

maligne de l’adénome (Markowitz and Bertagnolli, 2009), suite à l’augmentation de la 

production de facteurs de croissance tels que TGF-α, FGF (Fibroblast Growth Factor) et EGF 

(Epidermal Growth Factor) via le croisement avec d’autres voies oncogéniques (Gungor et al., 

2022; Xu and Pasche, 2007). 
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Figure 12. Voie Ras/Raf/MAPK. 

L’activation des récepteurs à tyrosines kinases (RTK) par les facteurs de croissance induit une cascade de 

phosphorylations successives de Ras, Raf et des kinases MEK et ERK. ERK phosphorylée transloque dans 

le noyau et la transcription d’oncogènes pour permettre la transcription de facteurs de transcriptions cibles 

impliqués dans la croissance, la prolifération. D’après Dillon et al., 2021. 
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De plus, la perte d’activité de la signalisation TGF-β coïncide également avec la transition 

épithélio-mésenchymateuse (Epithelial-Mesenchymal Transition or EMT), qui est une étape 

préliminaire à la dissémination métastatique (Zavadil and Böttinger, 2005).   

La dérégulation de cette voie touche principalement le gène TGFBRII chez qui une mutation 

est retrouvée dans 1/3 des cas de CCR (Markowitz and Bertagnolli, 2009). Alors que ces 

mutations somatiques sont rares dans les tumeurs de phénotype CIN (MSS), plus de 80% des 

tumeurs de phénotype MSI portent une mutation inactivatrice du TGFBRII (Grady et al., 1999; 

Jung et al., 2017).  

Par ailleurs, l’inactivation de la voie peut être également influencée par la perte d’hétérozygotie 

du chromosome 18q, sur lequel sont localisés les gènes SMAD4 et son partenaire SMAD2, 

retrouvée dans près de 70% des phénotypes CIN (Grady and Pritchard, 2014). Cependant, il a 

été identifié tout de même des mutations de SMAD4 dans 15 à 30% des cas de CCR et 6% de 

mutations de SMAD2 (Jung et al., 2017; Xu and Pasche, 2007). Des mutations germinales de 

SMAD4 existent également et sont responsables de 50% des cas du syndrome de polypose 

juvénile (Jung et al., 2017). Sur le plan clinique, la mutation ou la perte de SMAD4 est associée 

à un mauvais pronostic et à la résistance à la chimiothérapie au 5-FU (Grady and Pritchard, 

2014). 

 La voie Ras/Raf/MAPK 

La voie Ras/Raf/MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) est particulièrement importante 

pour l’activation de la prolifération et la survie de cellules normales (Koveitypour et al., 2019). 

Cette voie est activée à la suite de la fixation de divers facteurs de croissance ou de cytokines 

sur leurs récepteurs à tyrosine kinase (RTK ou Receptor Tyrosine Kinase) incluant l’EGFR, le 

FGFR (Fibroblast Growth Factor Receptor), l’IGFR (Insulin-like Growth Factor Receptor) et 

le PDGFR (Platelet Derived Growth Factor Receptor) (Dillon et al., 2021) (Figure 12).  

Les acteurs principaux de cette voie sont les protéines RAS et RAF qui sont des médiateurs 

cytoplasmiques nécessaires à la transduction du signal (Kerkhoff and Rapp, 1998). Tout débute 

lorsque le ligand se fixe sur le récepteur entrainant son activation par autophosphorylation de 

ses résidus tyrosines et permet au complexe de protéines adaptatrices Grb2 (Growth factor 

Receptor Bound protein 2) et SOS (Son Of Sevenless), d’activer et de recruter à la membrane, 

la protéine RAS. Les protéines RAS sont des enzymes de la famille des GTPases qui existent 

sous deux états transitoires, un état inactif où elles sont liées à la GDP (Guanosine DiPhosphate) 

et un état actif lié à la GTP (Guanosine TriPhosphate). Par la suite, Ras-GTP active à son tour 

la kinase Raf à la membrane, qui provoque une cascade de phosphorylations successives des 
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kinases MEK (MAPK-ERK-Kinase) et ERK (Extracellular signal-Regulated Kinase). 

L’activation de ERK l’entraine dans le noyau pour permettre l’expression des facteurs de 

transcription comme c-FOS, c-MYC ou c-JUN contrôlant l’entrée et la progression du cycle 

cellulaire en phase G1-S à travers des protéines comme la cycline D1. En parallèle, la voie 

oncogénique induit également des signaux anti-apoptotiques par des modifications post-

traductionnelles de protéines anti-apoptotiques telles que Bad, Bim, caspase 9 et Bcl2 

(McCubrey et al., 2007). Or, une activation anormale de cette voie favorise la croissance 

tumorale, mais également la migration, l’invasion et la survie cellulaires, de même que 

l’angiogenèse (Krasinskas, 2011), principalement causées par des mutations somatiques des 

proto-oncogènes RAS ou RAF (Grady and Pritchard, 2014).  

Dans le CCR, la majorité des mutations activatrices affectent le gène KRAS sur les codons 12 

et 13 (exon 2) dans 30 à 50% des CCR et semblent plus fréquentes dans les cancers localisés 

dans le côlon distal (Aghagolzadeh and Radpour, 2016; Markowitz and Bertagnolli, 2009). En 

plus, jusqu’à 50% des tumeurs de phénotype CIN présentent des mutations de KRAS (Yamada 

et al., 2005). Néanmoins, d’autres acteurs sont également touchés comme le gène NRAS avec 5 

à 8% de mutations retrouvées (Rodriguez-Salas et al., 2017).  

Alors que BRAF est muté dans près de 15% des cas de CCR, la majorité de ces mutations 

correspondent à la substitution de l’acide aminé glutamate en valine (V600E) dans la région 

d’activation de la kinase et par conséquent, confère une activation constitutive de la voie 

indépendamment de KRAS (Sameer, 2013). Ces mutations surviennent plus fréquemment dans 

les tumeurs MSI-High sporadiques, dans une localisation proximale du côlon avec une 

incidence chez les femmes (Aghagolzadeh and Radpour, 2016; Grady and Pritchard, 2014).  

Par ailleurs, les mutations des deux gènes s'excluent mutuellement et par conséquent, la 

mutation activatrice de l'un ou l'autre des gènes est suffisante pour favoriser la tumorigenèse 

(Grady and Pritchard, 2014). En dehors de ces gènes, l’activation aberrante de la signalisation 

MAPK peut être provoquée également par la surexpression du récepteur à l’EGF décrite dans 

30 à 85% des CCR (Cohen et al., 2016).  

Outre l’association de la mutation de Ras dans la signalisation Raf/MAPK, son activation 

constitutive peut également se manifester à travers l’interaction avec la voie PI3K/Akt. En effet, 

la Ras-GTP active est capable d’induire la translocation membranaire et l’activation de la sous-

unité p110 de PI3K, aboutissant à l’activation de mTOR et l’adaptation des cellules suite aux 

réponses nutritionnelles (McCubrey et al., 2007). 
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Figure 13. Voie PI3K/Akt. 

L’activation du récepteur RTK par le facteur de croissance induit une cascade de phosphorylations qui 

implique PI3K, Akt et mTOR et active la transcription de gènes favorisant la prolifération, la survie et 

l’angiogenèse. D’après Yang et al., 2019. 
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 La voie PI3K/Akt  

Tout comme la voie oncogénique Ras/Raf/MAPK, la signalisation de PI3K/Akt est régulée par 

le biais des récepteurs à activité tyrosine kinase. C’est l’une des voies activées principalement 

par la signalisation induite par l’EGFR pour activer de nombreuses cibles impliquées dans la 

prolifération, la survie, la migration, l’apoptose et le métabolisme cellulaires (Cathomas, 2014; 

Hollander et al., 2011; Yang et al., 2019) (Figure 13). 

Après l’activation du récepteur RTK, la sous-unité PIK3CA est recrutée au niveau de la PI3K 

(phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate-3-kinase), éliminant sa sous-unité régulatrice p85 et 

entraine la conversion de PIP2 (phosphatidylinositol-4,5-biphosphate) en PIP3 

(phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate). La formation de PIP3 permet la localisation de Akt 

(protéine kinase B) à proximité de la membrane plasmique, qui sera à son tour activée par 

phosphorylation par la phosphoinositol-dependent kinase-1 (PDK1). Akt, de par son activité 

kinase, va réguler par deux mécanismes possibles mTOR, un de ses effecteurs en aval : soit 

indirectement par une phosphorylation inhibitrice du complexe protéique TSC2 (Tuberous 

Sclerosis Complex-2), soit directement par activation de mTOR. La transduction du signal 

résulte en une traduction accrue de divers ARNm codant pour des régulateurs du cycle cellulaire 

(MYC et cycline D1) et de l’apoptose (p53 et Bcl2 (B-cell lymphoma-2)) de l’angiogenèse 

(Hypoxia Inducible Factor ou HIF), du métabolisme et l’adaptation aux besoins nutritionnels 

(Glucose Transporter ou GLUT).  

Les mutations de PI3K/Akt sont répertoriées dans 10% à 40% des cas de CCR. Elles sont 

portées préférentiellement par la sous-unité catalytique p110α (PIK3CA) de la PI3K au niveau 

des exons 9 et 20 et surviennent dans les étapes tardives de la transition de l’adénome vers le 

carcinome (Cathomas, 2014; Rodriguez-Salas et al., 2017).  

Cependant, il existe d’autres mutations en dehors de celle de PIK3CA responsables de 

l’hyperactivation de la signalisation et de son rôle oncogénique. En effet, l’activité de PI3K est 

régulée négativement par PTEN (Phosphatase and TENsin homolog deleted on chromosome 

10), dont la perte d’expression causée par des mutations inactivatrices ou une délétion génique, 

est décrite dans 30% des tumeurs MSI et 9% des tumeurs MSS (Grady and Pritchard, 2014). 

Cette perte de fonction induit ainsi l’activation de la sérine/thréonine kinase Akt en aval de la 

signalisation de PI3K. Par conséquent, des études ont identifié une amplification de Akt, une 

hyper-activation de mTOR (mammalian Target Of Rapamycin) qui contribuent à la 

transformation de la tumeur bénigne en tumeur maligne (Koveitypour et al., 2019; Markowitz 

and Bertagnolli, 2009).  
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Figure 14. Voie p53. 

L’enzyme MDM2 induit la dégradation de p53 dans les conditions normales par le protéasome. Les 

conditions de stress inhibent MDM2, ce qui stabilise p53 et favorise l’accumulation de la protéine dans le 

cytoplasme qui rentre dans le noyau pour activer la transcription de gènes cibles impliqués dans l’arrêt du 

cycle cellulaire, la réparation de l’ADN, la sénescence et l’apoptose. D’après Marei et al., 2021.  
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 La voie p53 

Le facteur de transcription p53 ou ‶gardien du génome″ est un régulateur clé de la transcription 

de centaines de gènes impliqués dans les processus cellulaires tels que la réparation de l’ADN, 

l’arrêt du cycle cellulaire, la mort cellulaire et les réponses suite à divers signaux de stress 

(Kubbutat et al., 1997).  

Dans une cellule normale, le niveau de la protéine p53 est maintenu bas grâce à son interaction 

avec l’enzyme Mdm2 qui induit son ubiquitination causant sa dégradation par le protéasome 

(Kruse and Gu, 2009; Marei et al., 2021) (Figure 14). Cependant, les conditions de stress 

induisent l’inhibition de Mdm2, ce qui favorise la stabilisation et l’accumulation de p53 dans 

le cytoplasme, qui pourra transloquer dans le noyau et promouvoir la transcription de gènes 

dans l’arrêt du cycle cellulaire afin de réparer les dommages à l’ADN, ou encore favoriser la 

mort cellulaire dans les situations de stress prolongé (Hernández Borrero and El-Deiry, 2021). 

En général, le dysfonctionnement du gène TP53 (Tumor Protein 53) est une caractéristique 

commune à plusieurs cancers humains (Kandoth et al., 2013; Soussi and Béroud, 2001). Ainsi, 

sa perte d’expression causée par des mutations inactivatrices touchent généralement les exons 

5 à 8. Une perte allélique est rarement observée dans les adénomes, par contre, elle est retrouvée 

dans 50-75% des carcinomes CCR soulignant l’implication de p53 très tardivement dans la 

carcinogénèse colorectale (Aghagolzadeh and Radpour, 2016; Fearon and Vogelstein, 1990). 

Ces mutations pour la majorité sont des mutations faux-sens et sont moins fréquentes dans le 

côlon proximal (34%) que le côlon distal (45%) (Russo et al., 2005).  

Les altérations génétiques de p53 peuvent résulter également à des mutations de gain de 

fonction qui soutiennent un rôle oncogénique de la protéine (Hernández Borrero and El-Deiry, 

2021; Li et al., 2015). En effet, Rodrigues et al., avaient déjà observé une surexpression de p53 

muté dans des tissus tumoraux coliques (Rodrigues et al., 1990), qui proviendrait probablement 

d’une stabilisation de la protéine dans le noyau prolongeant ainsi sa demi-vie. De plus, ce 

mutant a la capacité de se lier à la forme sauvage de p53 pour induire son inhibition, et favorise 

donc un phénotype agressif et métastatique (Hernández Borrero and El-Deiry, 2021).  

Par ailleurs, le statut mutationnel de TP53 dans le pronostic et la progression des tumeurs 

colorectales est reconnu (Russo et al., 2005). En effet, les mutations de p53 sont associées à une 

invasion lymphatique dans les tumeurs coliques proximales et montrent une forte corrélation 

avec une invasion vasculaire et lymphatique dans les tumeurs du côlon distal (Li et al., 2015). 

Le rôle oncogénique de p53 a été également décrit dans la chimiorésistance associée à un 

mauvais pronostic chez des patients porteurs de mutations par rapport aux porteurs de la forme 
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Figure 15. Représentation schématique des étapes de la dissémination métastatique. 

Les cellules tumorales envahissent le tissu environnant et passent dans la circulation sanguine où elles 

peuvent s’implanter par extravasation dans le site secondaire pour former des micrométastases pouvant 

évoluer en macrométastases. D’après Meadows et Zhang, 2015. 
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sauvage (Huang et al., 2019; Iacopetta, 2003). 

6. Dissémination métastatique 

Malgré des améliorations significatives dans le diagnostic et la prise en charge thérapeutique 

des patients, la majorité des décès liés au cancer sont dus à des métastases détectées tardivement 

et souvent incurables par les thérapies conventionnelles. Les métastases sont des tumeurs 

formées (tumeurs secondaires) à partir de la dissémination de certaines cellules issues de la 

tumeur à partir de son site d’origine (tumeur primaire) vers des organes à distance.  

Même si les fondements biologiques menant à la formation de métastases ne sont pas totalement 

bien compris, différents aspects du programme métastatique ont été révélés. Ainsi, la 

dissémination métastatique est un processus séquentiel à plusieurs étapes, connu sous le nom 

de cascade invasion-métastase (Lambert et al., 2017; Meadows and Zhang, 2015) (Figure 15). 

Ces étapes sont par ailleurs interdépendantes car un échec de l'une d’elles peut arrêter 

l'ensemble du processus (Fidler, 2003). 

Les étapes initiales de cette cascade impliquent l'invasion locale des cellules tumorales 

primaires dans les tissus proches de la tumeur primaire. Cette invasion se fait à partir des 

caractéristiques acquises comme une perte d’adhérence et une capacité de dégrader les 

composants de la matrice extracellulaire (MEC), qui confèrent aux cellules une motilité accrue.  

Puis les cellules invasives franchissent le système circulatoire (sanguin ou lymphatique) par 

intravasation qui facilite leur déplacement vers les organes distants. Cependant, le passage en 

toute sécurité des cellules cancéreuses circulantes vers ces sites anatomiques distants n'est guère 

garanti. En effet, leur survie dans l’environnement hostile pendant le transit 

hématogène/lymphatique nécessite des interactions protectrices contre le flux 

sanguin/lymphatique et une surveillance immunitaire dans le sang. L’extravasation dans 

l’organe où elles s’implanteront nécessite que les cellules traversent la paroi des vaisseaux 

sanguins par le processus de la migration trans-endothéliale (pour intravasation aussi) pour 

s’implanter et former des micrométastases.  

La colonisation du tissu requiert des propriétés d’initiation de tumeur et d’adaptation dans le 

nouvel microenvironnement, qui permettent aux cellules de proliférer et d’évoluer en 

macrométastases. 

7. Les chimiokines et les récepteurs de chimiokines 

 Les chimiokines 

Les chimiokines regroupent un ensemble de protéines de petites tailles de 8 à 12 kDa apparte- 
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Figure 16. Structure des différentes classes de chimiokines. 

D’après PEPROTECH. 
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nant à la famille des cytokines chimio-attractantes (Murphy, 1996; Rollins, 1997). À ce jour, 

une cinquantaine de chimiokines ont été identifiées. Elles sont classées en sous-familles de 

chimiokines C, CC, CXC et CX3C en fonction de la présence du “domaine chimiokine”, 

représenté par la localisation de quatre (4) résidus cystéines conservés dans la partie N-

terminale, nécessaires à la formation des ponts disulfures (IUIS/WHO Subcommittee on 

Chemokine Nomenclature, 2003) (Figure 16). Cette classification est basée sur la présence 

d’acide aminé quelconque (X) qui sépare les deux premières cystéines comme un (1) acide 

aminé pour les chimiokines CXC, trois (3) acides aminés pour la sous-famille CX3C alors que 

ces deux (2) résidus cystéines sont adjacents chez les chimiokines CC. Contrairement aux autres 

sous-familles, les chimiokines C présentent seulement deux (2) résidus cystéines, dont une seule 

retrouvée dans la région N-terminale.  

Par ailleurs, dans la sous-famille des chimiokines CXC, on trouve deux groupes selon la 

présence du motif glutamate-leucine-arginine (ERL) situé entre la partie N-terminale et la 

première cystéine dans cette région (Strieter et al., 1995). Ce motif confère aux chimiokines 

ERL positifs (chimiokines ERL), la capacité d’induire l’angiogenèse contrairement aux 

chimiokines ELR négatives, qui ont plutôt une action anti-angiogénique (Murphy, 1996; 

Strieter et al., 1995). Il est également suggéré que cette particularité leur donne la capacité d’une 

chimioattraction spécifique sur les neutrophiles exprimant le récepteur CXCR2 alors que la 

majorité des chimiokines ELR négatives ou non-ERL ont une action sur les lymphocytes T et 

B, les monocytes et les cellules dendritiques via des récepteurs différents (Murphy, 1996, 2007). 

Cependant, il existe une exception pour la chimiokine CXCL12, qui malgré qu’elle soit 

dépourvue du motif ELR, est capable d’induire l'angiogenèse dépendant du type cellulaire. En 

effet, le rôle pro-angiogénique de CXCL12 a été initialement mis en évidence dans des modèles 

murins dans lesquels la délétion génique entrainait un défaut de vascularisation du système 

gastrointestinal (Tachibana et al., 1998). Par ailleurs, CXCL12 peut favoriser l’angiogénèse 

tumorale via la sécrétion de médiateurs angiogéniques comme le VEGF (Brand et al., 2005).  

Un autre système de classification des chimiokibes est basé que sur leur fonction. Ainsi, on 

distingue les chimiokines homéostatiques des chimiokines inflammatoires. Les chimiokines 

homéostatiques sont exprimées de manière constitutive et sont importantes pour de nombreux 

processus physiologiques tandis que l'expression des chimiokines inflammatoires est induite 

par des stimuli inflammatoires. Il existe toutefois certaines chimiokines qui puissent avoir une 

fonction mixte et dépendant des conditions, elles peuvent être homéostatiques ou 

inflammatoires (Janssens et al., 2018; Mantovani et al., 2006). 
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La grande majorité des chimiokines décrites sont regroupées dans les deux grandes sous-

familles des chimiokines CXC (chimiokines α) et chimiokines CC (chimiokines β), les autres 

familles contenant peu de membres identifiés aujourd’hui. En effet, les seuls membres encore 

connus des chimiokines C sont la lymphotactine (XCL1) et la chimiokine XCL2, la fractalkine 

encore appelée neurotactine appartenant à la sous-famille des chimiokines CX3C, qui sont des 

molécules attractantes des lymphocytes T.  

L’activité et la distribution des chimiokines sont modulées par différents mécanismes. En 

général, elles sont affectées par des modifications post-traductionnelles comme la citrunillation, 

la nitration et le clivage par des protéases. Ces modifications peuvent entrainer une 

augmentation ou une inhibition de l’activité de la chimiokine dépendant de la région et des 

acides aminés touchés. Par exemple, la nitration des résidus de tyrosine de CCL2 réduit la 

capacité de cette chimiokine à attirer les monocytes par l'intermédiaire de son récepteur CCR2 

(Barker et al., 2017). Par contre, c’est le clivage de la partie C-terminale de CCL16 qui 

augmente ses capacités à se fixer sur les glycosaminoglycanes (GAG) (Starr et al., 2012). 

De l’autre côté, l’interaction des chimiokines avec les GAG permet leur adhésion à la surface 

de la MEC pour créer un gradient de concentrations de chimiokines ; cette interaction leur 

attribue également une résistance dans la circulation sanguine qui a pour conséquence de 

prolonger leur durée de vie dans un tissu (Sarris et al., 2012). En outre, l’oligomérisation des 

chimiokines (homo/hétérodimères) tout comme leur internalisation par des récepteurs 

« scanvengers » peuvent également influencer leur distribution et leur activité (Ulvmar et al., 

2011). 

 Les récepteurs de chimiokines 

Les chimiokines exercent leurs fonctions en se fixant sur des récepteurs à 7 domaines 

transmembranaires (7 TMD), qui sont apparentés aux récepteurs rhodopsines (Murphy, 1996). 

Ces récepteurs ont été initialement nommés comme les chimiokines qu’ils lient. De ce fait, on 

retrouve la sous-famille des récepteurs CR, CCR, CXCR et CX3CR. Plus récemment, un 

nouveau groupe de récepteurs a été découvert, ce qui a permis de les classer en deux familles : 

les récepteurs conventionnels (cCKRs) et les récepteurs atypiques (ACKRs) (Hughes and 

Nibbs, 2018).   

Les récepteurs conventionnels au nombre de dix huit (18), sont des récepteurs à sérine/thréonine 

couplés aux protéines G dont la transduction du signal fait intervenir les voies de signalisation 

MAPK et PI3K/Akt (Teicher and Fricker, 2010). À l’inverse, l’activité les récepteurs atypiques 

(ACKR1-4) est indépendante de l’activation des protéines G puisqu’ils sont dépourvus de la 
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Figure 17. Famille des chimiokines et leurs récepteurs apparentés. 

La plupart des chimiokines peuvent se lier à plusieurs récepteurs, et un seul récepteur peut se lier à plusieurs 

chimiokines, comme c’est le cas pour la plupart des chimiokines CC (bleu) et CXC (vert). Les récepteurs 

leurres (noirs) peuvent également interagir avec plusieurs chimiokines. En revanche, une minorité de 

récepteurs (rouge) n'ont qu'un seul ligand. D’après Sun et al., 2010. 

 

Figure 18. Représentation schématique du recrutement des leucocytes sur un site inflammatoire. 
D’après Samson, 1999.  
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séquence de sept (7) acides aminés DRYLAIV, qui est nécessaire pour leur couplage aux 

protéines G (Ulvmar et al., 2011). Ces récepteurs sont connus principalement pour leur capacité 

à internaliser puis dégrader leurs ligands par voie endolysosomale. Ce rôle de « scanvenger » 

ou de « decoy receptor », permet d’établir un gradient de concentrations des chimiokines et par 

conséquent de réguler l’activation d’autres récepteurs (Ulvmar et al., 2011).  

S’il n’est pas clair que les récepteurs atypiques peuvent transmettre des signaux après leur 

liaison avec des chimiokines, de nombreuses études ont mis en évidence une signalisation et 

des réponses biologiques après la liaison d’un ligand au récepteur ACKR3 (ou CXCR7) 

(Hattermann et al., 2010; Rajagopal et al., 2010).  

L’interaction chimiokine/récepteur est très complexe. Si une même chimiokine a la capacité de 

se fixer sur plusieurs récepteurs, inversement, les récepteurs peuvent lier plusieurs chimiokines 

(Figure 17). Par ailleurs, certaines chimiokines peuvent agir comme des antagonistes naturels 

pour des récepteurs sur lesquels ils se fixent et donc la réponse physiologique sera dépendante 

du couple chimiokine/récepteur (Xanthou et al., 2003; Zlotnik and Yoshie, 2012). 

 Rôles des chimiokines et récepteurs dans la physiologie et les pathologies 

L’interaction chimiokine-récepteur a été initialement décrite pour induire la migration et le 

recrutement des leucocytes sur les sites inflammatoires (Bleul et al., 1996; Murphy, 1996). Dans 

ce contexte, les chimiokines guident la migration de ces cellules et favorise leur extravasation 

à l’intérieur du tissu concerné par une cascade d’évènements le long du gradient de 

concentration (Figure 18) (Samson et al., 1999). D’un autre côté, les chimiokines sont 

nécessaires pour la mise en place de l’immunité innée et adaptative, en assurant le trafic continu 

des leucocytes dans les tissus de l’organisme (Griffith et al., 2014; Moser and Willimann, 2004) 

et pour favoriser la réparation des tissus endommagés. Par ailleurs, les chimiokines ont été 

décrites pour leur implication dans la différenciation, la mobilisation et la prolifération des 

cellules souches de la moelle osseuse et dans les organes lymphoïdes secondaires (Chen et al., 

2018; Rollins, 1997). Leur fonction s’étend également à l’angiogenèse où elles peuvent être un 

régulateur positif ou négatif de ce processus (Murphy, 1996; Strieter et al., 1995).  

Cependant, il est maintenant connu que l’activité des chimiokines va au-delà de la migration 

des cellules immunitaires. En effet, les fonctions physiologiques des chimiokines 

homéostatiques sont bien définies dans les tissus dans lesquels leur expression est constitutive. 

Elles sont importantes durant le développement embryonnaire où elles vont contrôler la 

migration directionnelle des cellules souches vers les sites de différenciation pour former les 

organes (Aiuti et al., 1997; Bleul et al., 1996; Nagasawa et al., 1996). Des études ont également  
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montré que les chimiokines permettent la migration des neurones, des cellules de la crête 

neurale, des cellules germinales et des entérocytes et régulent la structuration et le remodelage 

du système vasculaire (Agle et al., 2011; Lewellis and Knaut, 2012; Petit et al., 2007; Siekmann 

et al., 2009). 

En dehors de ces rôles physiologiques, les couples chimiokines/récepteurs sont décrits dans 

diverses pathologies dont les maladies infectieuses, les maladies inflammatoires et auto-

immunes et le développement des cancers (Raman et al., 2011; Rezaeeyan et al., 2018). Dans 

les maladies infectieuses, des agents pathogènes comme le VIH (Virus de l’Immunodéficience 

Humaine) utilisent les récepteurs des chimiokines comme co-récepteurs à l’entrée dans les 

cellules cibles (Martínez-Muñoz et al., 2014; Murphy, 1996) et dans les maladies auto-immunes 

et inflammatoires dont les inflammations chroniques de l’intestin, l’arthrite rhumatoïde et 

l’asthme, elles favoriseraient l’infiltration de cellules immunitaires inflammatoires dans les 

tissus cibles (Asquith et al., 2015; Ekbom et al., 1990; Zimmerman et al., 2008).   

Dans les cancers, plusieurs études ont démontré l’importance de ces protéines dans l’initiation 

et la progression tumorale et la formation de métastases, en particulier dans les cancers 

mammaires, colorectaux, pulmonaires, pancréatiques, ovariens, prostatiques, les leucémies et 

glioblastomes (Chow and Luster, 2014; Hattermann et al., 2010; Itatani et al., 2016; Müller et 

al., 2001; O’Hayre et al., 2008; Payne and Cornelius, 2002; Sun et al., 2010).  

Leur rôle dans la progression tumorale a été établi initialement à travers des corrélations 

d’expression élevée de récepteurs et/ou de ligands dans les tumeurs de patients (Rezaeeyan et 

al., 2018). Toutefois, de nombreuses fonctions décrites pour ces protéines viennent d’études in 

vitro et in vivo, avec des délétions géniques ou de répression de l’expression de gènes et avec 

l’utilisation d’inhibiteurs/antagonistes pharmacologiques (Gómez-Cuadrado et al., 2017).  

Un des mécanismes par lequel les chimiokines interviendraient dans les cancers est de favoriser 

le recrutement des cellules immunitaires au sein de la tumeur, lesquelles peuvent avoir une 

activité pro/anti-tumorale (Joyce and Pollard, 2009; Mollica Poeta et al., 2019). Leur 

implication dans la progression tumorale passe également par l’inhibition de l’apoptose, la 

stimulation de la prolifération cellulaire et la croissance tumorale. Elles interviennent également 

dans l’angiogenèse et le remodelage de la MEC par la sécrétion de métalloprotéases (MMPs) 

qui donnent la capacité des cellules à migrer et métastaser dans les organes à distance (Joyce 

and Pollard, 2009).  

En général, les sites privilégiés de métastases sont des sites dans lesquels l’expression des 

chimiokines est importante, ce qui peut favoriser la migration directionnelle des cellules tumo- 
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rales exprimant leurs récepteurs (Zlotnik et al., 2011). 

8. La chimiokine CXCL12 et ses deux récepteurs CXCR4 et CXCR7  

L’axe CXCL12 et ses deux récepteurs CXCR4 et CXCR7 est majoritairement décrit comme un 

facteur majeur dans l’invasion et les métastases dans plusieurs cancers (Balkwill, 2004; Duda 

et al., 2011; Sun et al., 2010). Dans cette partie, nous mentionnons le rôle de l’axe CXCL12 et 

ses deux récepteurs dans d’autres pathologies et d’autres cancers que le CCR. Le rôle 

physiologique de CXCL12 et ses deux récepteurs et leur implication dans le CCR sont décrits 

plus loin et ont fait l’objet d’une revue publiée dans le journal Cancers en Avril 2022. 

 Rôles dans les pathologies  

Si de nombreuses études rapportent l’implication de l’axe CXCL12 et ses deux récepteurs dans 

le développement des cancers, plusieurs données décrivent les conséquences d’altérations de 

cet axe dans d’autres pathologies, telles que des maladies auto-immunes, des infections, des 

dysfonctionnements du système nerveux central et cardiaque (García-Cuesta et al., 2019; 

Huynh et al., 2020). Le récepteur CXCR4 est bien connu pour son rôle de co-récepteur essentiel 

à l’entrée du VIH dans les lymphocytes T (Bleul et al., 1996; Hou et al., 2015; Yu et al., 2018). 

Cependant, des études sur la fonction de CXCR7 ont également mis en évidence qu’il peut 

également contribuer à l’infection par le VIH (Shimizu et al., 2000).  

8.1.1. Dans le syndrome de WHIM 

Le syndrome d’immunodéficience WHIM ou Warts, Hypogammaglobulinaemia, Infections 

and Myelokathexis, est un trouble immunodéficitaire rare causé par des mutations autosomiques 

dominantes de type gain de fonction dans le gène codant pour CXCR4 (Hernandez et al., 2003). 

C’est d’ailleurs la seule immunodéficience humaine associée à un défaut dans un récepteur de 

chimiokine (Bryant and Slade, 2015). Les mutations associées touchent la partie C-terminale 

cytoplasmique du récepteur et aboutissent à l’expression d’une protéine tronquée. Les 

conséquences sont une altération de l’internalisation du récepteur et par conséquent, une 

activation constitutive de la signalisation de CXCR4 (Balabanian et al., 2005).  

Cette maladie se caractérise par une neutropénie associée à une hyperplasie des neutrophiles 

matures dans la moelle osseuse, appelée myélokathexie et une lymphopénie qui réduit les 

cellules B et T matures. Par ailleurs, il a été récemment rapporté que le traitement des patients 

à faible dose d’AMD3100, un antagoniste de CXCR4, améliore les symptômes du syndrome 

de WHIM et la qualité de vie des patients (McDermott et al., 2019). 
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8.1.2. Dans d’autres cancers  

La participation de CXCL12, CXCR4 et CXCR7 est rapportée dans divers cancers. Même si 

CXCL12 est décrite comme importante dans plusieurs cancers, son niveau d’expression fait 

l’objet de débats. Dans certaines études sur le cancer mammaire, gastrique, colorectal et 

pancréatique, une forte expression de CXCL12 favoriserait la migration, l’invasion et la 

capacité métastatique des cellules (Greijer et al., 2008; Izumi et al., 2016; Müller et al., 2001; 

Roy et al., 2014). Par contre, Rubie et al., dans des carcinomes gastriques (Rubie et al., 2016), 

nos travaux (Romain et al., 2017) et les travaux de Wendt et al., (Wendt et al., 2006) décrivent 

une faible ou perte d’expression de CXCL12 liée à la progression tumorale. En outre, comparée 

aux tissus sains, une expression élevée des récepteurs est retrouvée et décrite comme associée 

à l’agressivité de la tumeur et une baisse de la survie des patients (Fan et al., 2018; Zhao et al., 

2015).  

L’implication de l’un ou des deux récepteurs dans la migration, l’invasion et la dissémination 

tumorale a été démontrée à travers plusieurs approches allant des modèles de perte et de gain 

de fonction des gènes in vitro jusqu’aux études in vivo chez les souris. Dans ces modèles, il a 

été montré que l’interaction CXCL12 avec CXCR4 et CXCR7 favorise la prolifération, la 

migration, l’invasion des cellules du cancer du sein, du poumon, de la prostate, de l’ovaire 

puisque des antagonistes, des anticorps ou des ARN interférents dirigés contre les récepteurs, 

inhibent fortement ces effets (Burns et al., 2006; Ma et al., 2016; Sun et al., 2010; Wang et al., 

2012). Dans le gliome, l’expression de CXCR7 confère des capacités anti-apoptotiques aux 

cellules (Hattermann et al., 2010). À l’opposé, la surexpression des récepteurs dans des 

xénogreffes sous-cutanées ou orthotopiques, exacerbe le chimiotactisme et la dissémination 

tumorale de lignées tumorales de cancer du sein et des voies aéro-digestives (Kim et al., 2019; 

Sun et al., 2010; Xu et al., 2015) et l’usage des antagonistes inhibent fortement ces effets en 

réduisant la croissance tumorale (Domanska et al., 2013; Lapteva et al., 2005; Miao et al., 2007; 

Smith et al., 2004). Par ailleurs, le rôle oncogénique des récepteurs fait intervenir des 

mécanismes tels que l’EMT en modulant l’adhésion et la sécrétion de MMPs, en favorisant 

l’angiogenèse et l’activation de nombreuses voies de signalisations (Santagata et al., 2021; Shi 

et al., 2020). 

L’implication de CXCR4 et CXCR7 n’est pas seulement limitée aux cancers solides (Santagata 

et al., 2021; Teixidó et al., 2018). De nombreuses évidences montrent que l’expression forte 

des récepteurs est également liée au caractère agressif des cancers hématologiques (Burger and 

Kipps, 2006; Melo et al., 2014; Möhle et al., 1999). Même si peu d’études ont adressé le rôle 
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de CXCR7 dans ce domaine, il a été montré que l’expression du récepteur est requise pour la 

migration des cellules dans la leucémie lymphoblastique aiguë (LLA) et leur infiltration dans 

le lymphome diffus à grandes cellules B (DLBCL) (Hattermann et al., 2010; Puddinu et al., 

2017). 

Par ailleurs, des études rapportent des rôles opposés ou contradictoires de l’un ou l’autre des 

récepteurs. En effet, la surexpression de CXCR4 favorise l’invasion du cancer du sein alors que 

celle de CXCR7 empêche le processus invasif mais favorise la croissance tumorale et 

l’angiogenèse (Hernandez et al., 2011). Un rôle anti-tumoral de CXCR7 est même décrit dans 

le neuroblastome où CXCR7 va inhiber la croissance tumorale et empêcher la dissémination 

métastatique médiée par des cellules exprimant CXCR4 (Liberman et al., 2012). Par contre 

Décaillot et al., ont montré que la co-expression des deux récepteurs dans les cellules 

mammaires in vitro favorise une migration plus importante qu’avec l’expression de CXCR4 

seul (Décaillot et al., 2011). D’autre part, c’est l’expression de CXCR4 et non celle de CXCR7, 

qui engage les cellules tumorales pulmonaires vers un comportement métastatique (Choi et al., 

2014).  

Sur le plan thérapeutique, de nombreuses études cliniques ciblent CXCR4, en particulier dans 

les cancers hématologiques en utilisant des antagonistes combinés ou non à d’autres inhibiteurs 

(Domanska et al., 2013; Duda et al., 2011; Teixidó et al., 2018) ; par contre, l’évaluation 

thérapeutique d’inhibiteurs/antagonistes de CXCR7 n’a pas fait l’objet de beaucoup 

d’investigations à ce jour. 
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Simple Summary: Many signaling pathways are involved in cancer progression, and among these 

pathways, the CXCL12 axis and its two receptors CXCR4 and CXCR7 are well described for many 

cancers. This review presents the current knowledge on the role played by each of the actors of this 

axis in colorectal cancer and on its consideration in the development of new therapeutic strategies. 

 

Abstract: Colorectal cancer is one of the most common cancers, and diagnosis at late metastatic stages 

is the main cause of death related to this cancer. This progression to metastasis is complex and involves 

different molecules such as the chemokine CXCL12 and its two receptors CXCR4 and CXCR7. The 

high expression of receptors in CRC is often associated with a poor prognosis and aggressiveness of 

the tumor. The interaction of CXCL12 and its receptors activates signaling pathways that induce 

chemotaxis, proliferation, migration, and cell invasion. To this end, receptor inhibitors were developed, 

and their use in preclinical and clinical studies is ongoing. This review provides an overview of studies 

involving CXCR4 and CXCR7 in CRC with an update on their targeting in anti-cancer therapies. 

Keywords: colorectal cancer; chemokine; ACKR3; metastasis; microenvironment; signaling pathways; 

epigenetics; prognosis; therapy; resistance 

 

  

 

1. Cancer Colorectal 

1.1. Epidemiology 

Colorectal cancer (CRC) is the third most common cancer in the world, with an annual 

estimate in 2020 of 1,148,515 new cases affecting both men and women. Because most 

patients are diagnosed at metastatic stages of the disease [1], it is the cause of 576,858 deaths 

per year, making it the second most deadly cancer. Similar to many cancers, the etiology 

of CRC involves a variety of environmental and individual risk factors, including genetic 

causes, chronic disease, lifestyle, and age [2]. 

An average risk is attributed to men and women over 50 years of age with no known 

predisposing factors. In absence of genetic factors or family history, environmental factors 

such as diet, a sedentary lifestyle, alcohol, and tobacco abuse influence the development of 

CRC [3,4]. The high risk, about 20% of the general population, considers family (familial 

adenomatous polyposis or FAP or Lynch syndrome) and personal history. Thus, this risk 

is two to five times higher than the average risk of developing CRC for people who have 

had an adenoma >1 cm, or with at least one first-degree relative who has developed 

colorectal adenomas or CRC [5]. The risk is also elevated for people affected by a chronic 

inflammatory bowel disease (IBD) such as ulcerative colitis or Crohn’s disease [5]. 

1.2. Molecular Definition of Colorectal Cancer 

CRC occurs and progresses because of an accumulation of sequential mutations 

and/or genomic abnormalities.  Molecular  biology  techniques  have classified CRCs into 
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three major phenotypes according to the abnormalities identified [6]. Tumors with a 

Chromosome INstability phenotype (CIN) or a MicroSatellite Stability phenotype (MSS) 

are the most frequently observed (80–85%) [7]. This instability is a result of loss or gain of 

chromosomes or chromosome fragments leading to loss of tumor suppressor genes or gain 

of oncogenes [8]. Examples include the loss of chromosomes 5, 17 and 18 on which the 

APC (5q21), TP53 (17p13) and SMAD2-3 (18q21) genes are located, respectively, and the 

gains on chromosome 8 for the C-MYC gene on 8q24 [8–12]. 

The second phenotype represents tumors characterized by MicroSatellite Instability 

(MSI) and is present in 15–20% of CRCs [13]. This phenotype is characterized by a deficiency 

in the base MisMatch Repair (MMR) system during replication [14]. This defect results in 

an accumulation of mutations in microsatellites and repeated sequences of one to twenty 

nucleotides in the coding region of certain genes involved in colorectal carcinogenesis [15]. 

Among the genes affected are mainly MLH1 and MSH2, which are also associated with 

Lynch syndrome [16,17]. The MSI phenotype is also classified into MSI-High and MSI-Low. 

A third phenotype has been established by observing methylation/hypermethylation 

of CG repeat sequences or CpG (cytosine–phosphate–guanine) islands in the promoter re- 

gions of some genes, thus repressing their transcriptional expression [18]. These repressions 

typically affect many tumor suppressor genes such as MLH1, CDKN2A [19]. The latter 

phenotype can be found associated with either of the previous two phenotypes, as 12% of 

CIMP cases are found associated with the MSI phenotype and 8% in MSS phenotypes [20]. 

In general, CRC survival depends directly on the stages. Thus, the overall survival at 

5 years for all stages combined is 63%, and the chance of cure is almost total for stage 0 to 

II cancers (>90%) and 72% for stage III, but it drops to 14% for stage IV, the stage of 

dissemination to distant organs [21]. Survival also depends on CRC phenotype since 

patients with MSI tumors have a better prognosis than patients with MSS tumors [22,23]. 

Other studies have been performed using meta-analyses on transcriptomic data to propose 

a consensus molecular classification (CMS) of CRCs by defining four subtypes that have 

been associated with a prognostic value for patient survival [24]. The CMS classification 

has an important prognostic value and indicates that in non-metastatic CRC (stages 0 to 

III), the prognosis is favorable for tumors in the CMS-1 subgroup and to a lesser extent for 

the CMS-2 subgroup. Conversely, in a metastatic situation (stage IV), it is the CMS-1 

subgroup that is linked to the worst prognosis since the overall survival of patients with a 

CMS-1 tumor was 14.8 months against 31.9 months for CMS-2 tumors [25]. 

Therapeutically, tumor resection remains the primary treatment for all stages of the 

disease. However, for stages with lymph node involvement or distant metastases (in 

the liver and lungs), chemotherapy combined or not, with targeted therapy is proposed. 

Note that therapy using cetuximab or panitumumab, two anti-EGFR (Epidermal Growth 

Factor Receptor) antibodies, is proposed only to treat CRCs with wild-type KRAS [26]. In 

recent years, an increasing number of studies have focused on immunotherapy. The basis 

of immunotherapy is to overcome the mechanisms involved in immune tolerance to tumor 

self-antigens and to block the immunosuppressive response that occurs in the tumor 

microenvironment. This process is primarily driven by the inactivation and depletion of T 

cells via the activation of immune checkpoint inhibitors (ICIs) on the surface of T cells, 

which prevent them from recognizing tumor neoantigens. Current therapies target the PD-

1 receptor (Programmed cell Death protein 1) and its ligand PD-L1 (Programmed cell 

Death protein Ligand 1), and CTLA-4 (Cytotoxic T lymphocyte Antigen 4). 

In the exploratory NICHE study (ClinicalTrials.gov: NCT03026140), patients with 

early-stage MSS or MSI CRC and neoadjuvant treatment with a single dose of anti-CTLA-4 

(ipilimumab) and two doses of anti-PD1 (nivolumab) led to 100% and 27% response in 

MSI and MMS tumors, respectively [27]. Several phase II and III randomized controlled 

trials are underway to evaluate the efficacy of immunotherapy in metastatic CRC of both 

phenotypes (first-line or refractory), with/without chemotherapy [28]. Once it will be 

validated in larger cohorts and with at least 3 years of recurrence-free survival data, neoad- 
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juvant immunotherapy could potentially become the standard of care for a defined group 

of patients. 

 
2. CXCL12 and Its Two Receptors CXCR4 and CXCR7 

Chemokines are a group of small proteins of 8 to 12 kDa from the family of chemoat- 

tractant cytokines [29,30]. To date, about fifty chemokines have been identified, and they 

are structurally classified into subfamilies of chemokines C, CC, CXC and CX3C according to 

the presence of the “chemokine domain”, represented by the location of four cysteine 

residues conserved in the N-terminal domain necessary for the formation of disulfide 

bridges [29,30]. These proteins exert their function by binding to receptors with seven trans- 

membrane domains, which are related to rhodopsin receptors [31]. Thus, there is the CR, 

CCR, CXCR and CX3CR receptor subfamily. Within each group, several chemokines can 

bind to several receptors, and inversely, one receptor can bind several chemokines. Because 

of this redundancy, the absence of chemokines or their receptors by gene invalidation of 

chemokines or their receptors does not necessarily lead to major effects, except for CXCL12 

and its two receptors CXCR4 and CXCR7. Mice invalidated for each of these three proteins 

die during the embryonic or postnatal period, demonstrating the essential role of these 

proteins during embryogenesis [32–34]. 

The chemokine–receptor interaction was initially described to induce lymphocyte 

migration and recruitment [35,36]. However, it is now clear that their activity extends 

beyond immune cell migration. Numerous studies have documented that chemokine 

signaling also guides the migration of neurons, neural crest cells and germ cells during 

embryonic development and regulates the patterning and remodeling of the vascular system 

[37–39]. The chemokine–receptor is also a factor in inflammatory diseases [36,40,41], 

infections [30,40,41] and cancers [42–44]. One of the most studied chemokines is CXCL12, 

which exerts its biological functions by activating the two receptors CXCR4 and CXCR7. 

 
3. Physiological Roles of CXCL12 and Its Two Receptors CXCR4 and CXCR7 

3.1 Chemokine CXCL12 

The chemokine CXCL12, also known as stromal-cell-derived factor 1 of the bone 

marrow (SDF-1), was originally discovered as a factor stimulating the growth of pre-B 

lymphocyte progenitors CD34+ (pre-B CD34+) [33,35,45,46] and is mainly responsible for 

the homing and maintenance of hematopoietic stem cells in the bone marrow. 

CXCL12 is a homeostatic chemokine whose expression is constitutive in a wide range 

of tissues and organs such as bone marrow, liver, lung, heart, brain, spleen, and intes- tine 

[35,47]; however, its expression can be induced during inflammatory conditions [48,49]. It is 

expressed in human and mouse with a highly conserved structure, and the gene undergoes 

splicing that generates six isoforms (CXCL12α to φ), the alpha and beta forms being the 

predominant and ubiquitously expressed forms [50,51]. 

In the intestinal epithelium, CXCL12 is expressed in an increasing gradient of concen- 

tration from the base to the crypt surface [52]. This high expression at the crypt surface 

contributes to the constant turnover of epithelial tissue as the CXCL12-CXCR4 signaling 

axis stimulates intestinal epithelial cell migration and enhances the integrity of the innate 

barrier of the intestinal mucosal epithelium [53]. 

3.2 CXCR4 Receptor 

The CXCR4 receptor (C-X-C motif receptor 4) was originally discovered as a co- 

receptor for HIV entry into lymphocytes [54]. Human (352 amino acids) and murine (359 

amino acids) CXCR4 receptors share 89% homology and are ubiquitously expressed in both 

embryonic and adult tissue [55]. As the first receptor that can bind CXCL12, it was 

considered for a long time as its only receptor, since mice deficient in CXCL12 or CXCR4 

have similar phenotypes with abnormalities in hematopoiesis, blood vessel formation in the 

gastrointestinal tract, cerebellar development, cardiac ventricular septum formation and 

significant embryonic lethality [32,33,56]. The monogamy relationship between CXCL12 
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and CXCR4 was disproved by the discovery of the orphan receptor RDC1, identified by 

cDNA cloning in the dog thyroid [57,58]. 

The interaction of CXCR4 with its ligand CXCL12 activates downstream signaling 

pathways, including Ras-MAPK, PI3K-AKT-mTOR, Jak2/3-STAT2/4, PLC β and γ2, NF-κB, 

and JNK/p38 MAPK via interaction with Gβγ subunits, while inhibiting adenylate cyclase 

and cAMP formation via interaction with Gαi [59]. This signaling pathways activation leads 

to an alteration in the expression of genes that will modulate different cellular functions 

such as actin polymerization, cell skeleton rearrangement or cell migration [60,61]. The 

physiological functions of CXCR4 are not only critical for development and homeostasis 

but also for the survival of cancer cells. 

3.3 CXCR7 Receptor 

More recently, another receptor CXCR7 (C-X-C motif receptor 7), renamed ACKR3 

(Atypical Chemokine Receptor 3) in 2014, has been described to bind CXCL12 with 10-fold 

higher affinity than CXCR4 [62] and can also bind with CXCL11. A particularity is that 

the CXCL12-ACKR3 complex does not couple to a G protein but through activation of the 

β-arrestin pathway [63]. However, a study by Nguyen et al. in HEK293 cells shows that 

binding of CXCL12 to CXCR7 does not result in activation of signaling pathways via Gαi 

subunits but activates G-protein-coupled receptor kinase 2 (GRK2) via βγ subunits and 

phosphorylation of the receptor by recruitment of β-arrestin 2 [64]. In contrast to CXCR4, 

CXCR7 internalization occurs even in the absence of ligand binding and does not lead to 

receptor degradation [65]. 

Similar to CXCR4, CXCR7 can activate many intracellular signaling pathways, in- 

cluding AKT and MAPK pathways, via β-arrestins [63]. CXCR7, which does not activate 

calcium responses in the presence of CXCL12, is able to modulate CXCR4-activated cal- 

cium signaling through the formation of CXCR4/CXCR7 heterodimers [65–67], which can 

form in the absence of CXCL12 ligand [65]. However, contradictory data indicate that the 

activation of such heterodimers by CXCL12 leads either to a potentiation of the calcium 

response with a loss of early activation of ERK kinase [65], or conversely, to a decrease in 

this calcium response [67]. 

The physiological implications of the CXCR7 receptor have been demonstrated in 

CXCR7 knockout mice (CXCR7-/-), which die at birth due to abnormal heart valve devel- 

opment, highlighting the critical role of CXCR7 in cardiogenesis [68]. Other studies have 

shown that CXCR7 allows for the migration of central nervous system neurons during 

development by indirectly controlling their migration, through the regulation of the expres- 

sion level of CXCR4, and the loss of CXCR7 function results in the production of neurons 

functionally deficient for both receptors [69]. 

The phenotypic differences described for CXCR4-/- and CXCR7-/- mice [32,34], and 

recent work examining the role of these receptors in zebrafish development [70,71], support 

the hypothesis that CXCR7 and CXCR4 have specific and distinct biological roles. In addi- 

tion, several groups have established that CXCR7 acts as a “scavenger” or “decoy receptor” 

for extracellular CXCL12 but also for CXCL11, promoting constant cycling between the 

plasma membrane and the cytoplasm, and thus establishing a CXCL12 gradient. Thus, 

CXCR7 controls chemokine concentrations in the extracellular space, limiting signaling via 

other receptors [72,73]. According to a recent study, the balance between intracellular and 

membrane expression of CXCR7, and thus its scavenger function, is tightly regulated by 

CXCL12-induced phosphorylation of CXCR7 that ensures its subsequent protection against 

degradation [74]. This atypical function of CXCR7 is essential for the development of many 

organs, for the control and coordination of cell migration and positioning [75], and is not 

only dependent on CXCR7 but requires an intimate interaction between CXCL12, CXCR4 

and CXCR7. 
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4. CXCL12/CXCR4/CXCR7: Pathological Role in CRC 

Pathologically, chemokines and their receptors are involved in the development of 

infectious diseases, in particular the role of CXCR4 as a gateway for the HIV virus in CD4+ 

T cells [54]. However, recently, the involvement of chemokines has aroused a lot of interest 

in oncology [43,76,77]. The first evidence emerges from studies in breast cancer, with the 

involvement of CXCR4 in the control of metastatic dissemination [78]. 

4.1 Receptor Expression 

Numerous studies have investigated the expression level of CXCR4 and CXCR7 re- 

ceptors in solid cancers and in hematological cancers, given their involvement in the 

development of the hematopoietic system. These studies show elevated expression of one 

or both receptors in tumors compared to adjacent healthy tissues [79–81]. Furthermore, in 

CRC, Romain et al. showed that CXCR4 and CXCR7 expression increases with clinical 

stages [82]. Several authors have reported that receptor overexpression reflects disease pro- 

gression and is therefore associated with tumor aggressiveness, decreased survival and poor 

prognosis [80,81,83–87]. Receptor expression is not only associated with tumor cells but 

also with endothelial cells of tumor microvessels [88,89] whether in colon, liver, pancreas, 

prostate, or lung cancers [90,91]. In contrast, Guillemot et al. described CXCR7 expression 

only in vessels of primary colorectal tumors and in liver and lung metastases [92]. 

4.2 CXCL12 Expression 

In CRC, different expression patterns have been reported. The expression of CXCL12 

can be increasing from healthy mucosa to adenomas and adenocarcinomas [93] or, on the 

contrary, decreasing [94]. Other studies show that CXCL12 expression is higher in tumors 

compared to healthy tissues [95], and still, others describe heterogeneous tumors since 

within the same cohort, some tumors express the chemokine strongly while others express 

it weakly or not at all [96,97]. In tumors, CXCL12 is expressed by epithelial cells but also 

by vascular endothelial cells [96] and stromal fibroblasts [97]. Finally, some studies observe 

no difference in expression between healthy mucosa and tumor [98]. In contrast, we 

showed that CXCL12 expression is strongly decreased in 94% of adenomas and 85% and 

75% of MSI and MSS carcinomas, respectively [52]. Similarly, Wendt et al. describe an 

absence of CXCL12 expression in the CRC epithelium [99]. It is always difficult to 

understand the reasons underlying different levels of expression of a factor in the same 

cancer in different studies. 

One of the reasons for these discrepancies could be the mixture of colon and rectal 

tumors in the cohorts and the fact that part of rectal tumors are either irradiated and/or 

chemically treated before resection, leading to changes in CXCL12 expression level [100,101]. 

Another reason might be the technique used. For instance, in immunohistochemistry, there 

may be differences in the reference of the antibody, its dilution, and in the unmasking and 

revelation technique (enzymatic, immunofluorescence). The heterogeneity of the tumor 

must also be taken into account, as analyses are usually performed on only a fragment 

of the tumor. Depending on how the samples are collected, it is possible to be in areas with 

high, low or no expression of the protein. The number of tissue sections must also be 

considered; with a limited number of sections, it is possible to be in a tumor area expressing 

or not the protein. For these reasons, it could be recommended to separately study rectal 

and colon tumors, as well as to combine the expression of the transcript with that of the 

protein since these two techniques request separate tumor samples [52]. 

4.3 CXCL12/CXCR4/CXCR7 Axis in Cellular Interactions 

The interaction between tumor cells and the tumor microenvironment, which includes 

fibroblasts, immune cells and endothelial cells, participates to the development of tumor 

malignancy through the modulation of a wide variety of proteins in both cancer and stromal 

cells [102]. For example, there is bidirectional crosstalk between tumor cells and cancer- 

associated fibroblasts (CAFs). This crosstalk is mediated by cancer cells releasing factors 
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that enhance the ability of fibroblasts to release various tumor-promoting chemokines, 

which in turn act on malignant cells to promote their proliferative, migratory and invasive 

properties. In this aspect, the CXCL12-CXCR4 pair plays a fundamental role in a large 

number of malignancies [103]. 

More specifically, mesenchymal stromal cells (MSCs) can be recruited to the stroma of 

developing tumors to enhance metastasis through their ability to secrete growth factors 

such as CXCL12 to promote tumor cell proliferation and tumor angiogenesis [104,105]. 

However, MSCs are also able to differentiate into CAFs by enhancing CXCR4 expression 

and activating the TGF (Tumor Growth Factor) pathway, therefore promoting growth and 

metastasis by secreting protumor factors [106]. Similarly, Todaro et al. showed that 

medium conditioned with fibroblasts isolated from primary colon tumors increases the 

clonogenicity of sphere-cultured colon cells and enhances the migration of CD44 stem cells 

isolated from CXCR4-expressing human tumors; this medium also converts non-migrating 

CD44v6-negative cells into migrating CD44v6-positive cells [107]. This phenotype can 

be mimicked by CXCL12, which also confers metastatic potential and a more aggressive 

phenotype to these progenitors in vivo. 

MSCs present in the tumor stroma may also exert indirect pro-malignant actions by 

promoting tumor angiogenesis through the recruitment of endothelial progenitor cells and 

by facilitating the formation and maturation of the tumor vasculature [108]. These patterns 

are relevant in situations where the primary tumor expresses CXCL12. 

In tumors not expressing CXCL12, other chemokines or growth factors (CCL4 or 

CCL5/CCL1 or CXCL8) released by CRCs have the ability to attract cells of the immune 

repertoire, angiogenic progenitors, and mesenchymal stem cells, resulting in a metastatic 

phenotype [109,110]; these molecules can also be produced by stromal cells [111]. In 

addition, MIF (Macrophage migration Inhibitory Factor) was shown to recruit MSCs to 

tumors by a physical interaction between MIF and CXCR4 expressing cells observed in vitro 

and in vivo [112]. Other factors such as fibroblast growth factor (bFGF), VEGF, platelet- 

derived growth factor (PDGF), insulin-like growth factor (IGF), and TGF-β have been 

further described for their contribution to tumor growth to MSCs [108]. 

Conversely, in the liver, hepatic stellate cells (HSCs) constitute the predominant popu- 

lation of CAFs, which are the main components of the tumor microenvironment [113]. Tu- 

mor/fibroblast interaction has been involved the progression of cancer, the CXCR4/CXCL12 

chemokine axis being a main leader of malignancy [114]. In addition, HSCs, together with 

liver sinusoidal endothelial cells, are one of the principal sources of CXCL12 secretion in 

the liver, where they mediate not only the recruitment of CXCR4-expressing tumor cells, 

but also of CXCR4-expressing immune cells [114]. Immunohistochemical analysis of 

human liver show that the sinusoidal endothelial cells lining the hepatic vessel wall 

abundantly express the CXCL12 protein, which is therefore perfectly positioned to interact 

with circulating tumor cells for the formation of metastases [115]. 

Therefore, CXCL12 promotes communication between cancer cells and the surround- 

ing non-neoplastic cells in the tumor microenvironment, including endothelial cells and 

fibroblasts, through activation of CXCR4 and CXCR7. The hypoxic tumor microenvi- 

ronment can favor the upregulation of CXCR4 and CXCL12 in several cell types such 

as endothelial cells and cancer cells through mobilization of the hypoxia induced factor 

1 (HIF-1α). 

Concerning CXCR7-expressing cells, Guillemot et al. found that, in the primary CRC, 

the presence of the CXCR7 protein was restricted to tumor-associated endothelial cells, 

whereas it was absent in tumor cells [92]. However, others described CXCR7 expression in 

tumor-associated blood vessels but also by the malignant cells in CRC [82,116] and other 

cancer types [117,118]. 

We could speculate that CXCR7 expression in tumor vessels is a common feature of all 

cancers, whereas the presence of this receptor in malignant cells would be restricted to a 

particular type of cancer. 
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5. Prognostic Value of CXCL121/CXCR4/CXCR7 Axis 

5.1 CXCL12 as a Prognostic Factor 

Clinically, there are divergent viewpoints on the prognostic value of CXCL12 ex- 

pression level. High expression is significantly associated with high tumor stage, lym- 

phatic invasion, venous invasion, lymph node and distant metastases, and decreased sur- 

vival [93,96,97]. Likewise, other studies suggest an association between CXCL12/CXCR4 

expression and the induction of adenomas, carcinomas, and the development of metas- 

tases [94]. Transcriptomic analysis of a cohort of 49 CRCs and RNA-Seq data from TCGA 

for 375 CRCs indicate that increased CXCR4/CXCR7+CXCL12 signature expression is 

the only independent prognostic marker for the presence/occurrence of metastasis and 

decreased overall survival in both datasets [119]. 

In contrast, in two cohorts of 290 and 306 patients with stage III CRC, high cytoplasmic 

expression of CXCL12, assessed by in situ hybridization and immunohistochemistry, is 

associated with a better 5-year event-free survival [120]. Several studies, conversely, did 

not find a correlation between high CXCL12 expression levels and clinico-pathological 

parameters [88,121]. For example, in a meta-analysis of 25 articles published through 2017, 

increased transcript or protein expression of CXCL12 was not associated with TNM stage, 

age, gender, or diagnosis, but only with degree of tumor differentiation [121]. In another 

cohort of 444 CRCs with MSS phenotype [104], the two molecular subgroups C4 and C6 

have higher levels of CXCL12 expression than the other four subgroups and are associated 

with a worse prognosis for patients [122]. 

Fushimi et al. showed that overexpression of CXCL12 in the CT26 syngeneic colorectal 

cell line in Balb/C mice resulted in an accumulation of dendritic cells and CD8+ T cells, 

which significantly slowed tumor growth after subcutaneous implantation [123]. A signifi- 

cant number of studies have shown that CD8+ T-cell infiltration of a tumor is associated 

with a better prognosis in CRC [124–127]. In a study of 613 stage III CRC specimens, high 

CD8+ T cell infiltration combined with high CXCL12 expression is associated with superior 

5-year overall survival compared to patients with tumors with high CD8+ T cell expression 

alone [128]. 

In order to address these conflicting results, it can be hypothesized that during the 

early stages of carcinogenesis, CXCL12 production might participate in the transformation 

of the colonic mucosa at the beginning of the carcinogenesis process, whereas at later stages, 

a lower expression would avoid the recruitment of cytotoxic lymphocytes and facilitate the 

development of metastasis. Wendt et al. reported that tumor cells that do not express 

endogenous CXCL12 respond better to exogenous CXCL12 produced by distant organs, 

leading to metastasis in mice [99]. 

5.2 CXCR4 as a Prognostic Factor 

Regarding the prognostic implication of CXCR4, the literature agrees that high CXCR4 

expression in CRC patients is unfavorable, as it correlates with advanced tumor stage and 

increased risk of recurrence and distant metastasis [96,121,122]. Several meta-analyses 

conclude that there is a significant association between high CXCR4 expression and poor 

overall survival [80,121,129–131]. In a similar way, a recent study indicated a particularly 

poor prognosis for patients having CRCs jointly and strongly express CXCR4 and VEGF 

(Vascular Endothelial Growth Factor) in more than 50% of cells, and this combination of 

high expression is a strong and independent predictor of early distant relapse [132]. In 

another cohort, the CXCR4+CXCR7+CXCL12-β+ signature stratifies patients with risk 

of metastasis and in a TCGA dataset (n = 375), this signature predicts the presence of 

metastasis and overall survival [119]. Consistent with these observations, low CXCR4 

expression in resections of CRC liver metastases is independently associated with a lower 

overall recurrence rate and thus improved disease-related survival [133]. 

In tumor–stromal cell interactions, CXCR4 and CXCL12 form an important signaling 

axis, with the interaction influencing adhesion, migration and invasion, reflecting the 

strong association of CXCR4 with the development of metastasis. In addition to being 
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a prognostic biomarker, these findings are of clinical relevance given the emergence of 

new drugs targeting the CXCR4 receptor. In the context of a combination of molecular 

alterations, patients whose tumors overexpress CXCR4 and express the mutated KRAS 

gene have the worst prognosis [134,135]. 

Nevertheless, some studies describe the absence of significant correlation between 

CXCR4 expression and metastasis development. For example, Nagasawa et al., by mul- 

tivariate regression analysis, found no significant association between CXCR4 transcript 

expression and a clinico-pathological factor in a cohort of 200 patients with CRC [136]. In 

the same way, work on a small cohort of liver metastases from CRC identified no difference 

in the level of CXCR4 expression between tumor tissue and adjacent healthy tissue [137]. 

Finally, Xu et al. observed that the level of CXCR4 expression in the center of tumors is not 

predictive of a poor prognosis, but instead its expression at the invasive border is [138]. 

5.3 CXCR4 as Stem Cell Marker 

The following markers are considered markers of CRC stem cells (CSCs): CD133, 

CD144, CD24, CD166, CD44, CD29, ALDH1, LGR5, and emerging studies have also re- 

ported the involvement of the CXCL12/CXCR4 axis in several adult stem cells [131]. CD133 

is one of the markers described to identify tumor-initiating cells (TICs) in several cancers 

and in colon cancer; it has been used to isolate CSCs [139,140]. However, CD133 expression 

is not only limited to CSCs [141,142], and in order to identify these cells more accurately, 

additional markers have been considered. This is the case, for example, in the study 

by Zhang et al. who demonstrated that CXCR4 expression could be used in addition to 

CD133 expression to characterize colorectal CSCs [143]. In addition, a high percentage 

of double-positive cells for these two markers in human CRCs positively correlates with 

the presence of lymph node metastases [144]. Another example has been described where 

Lgr5+/CXCR4+ colonic cancer cells respond to the properties of CSCs through a greater 

ability to form spheres in vitro, develop tumors in vivo and resist chemotherapy. Further- 

more, high levels of Lgr5 and CXCR4 expression in resected human CRCs correlate with 

poor prognosis [145]. 

5.4 CXCR7 as a Prognostic Factor 

Since its discovery in 2005 [62], the role of CXCR7 in the carcinogenesis of many 

cancers has been well documented, and it is expressed in a wide variety of cancers and 

tumor-associated blood vessels, including colon, liver, pancreatic, prostate and lung can- 

cers [83,146]. There are conflicting observations regarding the role of CXCR7 in the nature 

of the site of metastasis development. The expression of CXCR7 and CXCL12 is higher in 

lung metastases than in primary CRC, whereas the expression of CXCR4 in both sites is 

not statistically different [147]. Previous studies have observed that CXCR4 expression is 

higher in liver metastases than in primary CRC tumor tissue [148,149] and suggest that the 

mechanism of development of liver and lung metastases is different. This agrees with the 

in vivo experience of Guillemot et al., who showed that CXCR7 is a key factor in the pro- 

gression of CRC metastases specifically in the lungs, since systemic treatment of mice with 

CXCR7 antagonists reduces metastasis in the lungs but not in the liver, after intravenous 

injection of HT-29 or C26 cells expressing CXCR7 [92]. 

In the study by Yang et al., positive CXCR7 expression is associated with the presence 

of lymph node metastases, distant metastases and advanced TNM stage [85]. Sherif et al. 

significantly observed cytoplasmic expression of CXCR7 in 11% of colorectal adenomas 

and 72.4% of CRC [150]. In contrast to studies favoring a poor prognosis for high CXCR4 

and CXCR7 expression in CRC, Kheirelseid et al. observe that patients with above-median 

expression have lower mortality (mean survival 46 months) than patients with below- 

median CXCR7 expression (mean survival 27 months). Similarly, lower expression of 

CXCR4/CXCR7 and CXCL12 is associated with increased tumor size, local invasion, poor 

differentiation, advanced lymph node stage, advanced tumor stage, and lymphovascular 

invasion [151]. 
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Therefore, although the expression level of CXCL12, CXCR4 and CXCR7 has been 

considered a prognostic factor in several human tumor types (Table 1), none of the actors 

of this axis have yet been definitively validated as pro-tumoral factors. Studies suggest that 

the CXCL12 axis is a promoter rather than a tumor initiator. 

 

Table 1. Clinical significance of CXCL12, CXCR4 and CXCR7 expression levels in CRC 
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6. Mechanisms of Expression Regulation 

6.1 Regulation of CXCL12 Expression 

For both overexpression and loss of CXCL12 expression, several molecular mecha- 

nisms have been proposed. Intratumoral hypoxia has been shown to be a factor that pro- 

motes the overexpression of CXCL12 in vivo [152–154], ex vivo [155] and in vitro [153,155]. 

In these studies, CXCL12 expression is associated with hypoxic or HIF-1α-expressing areas 

and this association has been confirmed using siRNAs directed against HIF-1α [93,152–154]. 

In endothelial cells and under hypoxic conditions, the hypoxia-induced upregulation of 

CXCL12 expression was clearly attributed to the direct binding of HIF-1α to its specific 

binding sites on the CXCL12 promoter [153]. 

Moreover, several mechanisms have been proposed to explain the loss of CXCL12 

expression. Hypermethylation of the CXCL12 promoter in CRCs has been proposed by 

Wendt et al. [99], as well as in cervical tumor lines and biopsies, observed by Yadav et al. [156]. 

In our study of a cohort of 444 MSS CRCs, we showed that the CpG islands of the CXCL12 

promoter are methylated in only 30% of tumors [82]. In the same studies, we also reported 

that, in vitro, treatment of three colonic lines with histone deacetylases (HDAC) inhibitors 

such as butyrate and valproate restored CXCL12 expression and increased acetylation of 

histone H3 of the CXCL12 promoter [52]. In vivo, valproate treatment of APC mutant mice 

(APCMin/+) decreases the number of intestinal tumors and slows down tumor growth in ec- 

topic xenografts while restoring CXCL12 expression [52]. In these CRCs tissues, an analysis 

of the expression of 85 genes regulating epigenetic processes showed a loss of expression 

of a histone acetyltransferase, the protein P300/CBP-associated factor (PCAF), and forced 

expression of PCAF in colon cancer cell lines restored the expression of CXCL12 [52]. A 

further study in the blood–brain barrier, with endothelial cells lacking CXCL12 expression 

and pericytes expressing it, shows that the CXCL12 promoter is not methylated in both 

cell types; in contrast, ChIP experiments indicate reduced levels of histone acetylation of 

the promoter in endothelial cells compared with pericytes [157]. It is well documented that 

histone deacetylation of promoters generates a compact chromatin configuration that 

renders chromatin inaccessible to transcriptional factors and induces transcriptional repres- 

sion [158]. Therefore, histone acetylation changes/defects associated with methylation of 

the CXCL12 promoter in some CRC subtypes would be involved in CXCL12 expression 

changes [52]. 

Functionally, cells with a decrease/loss in CXCL12 expression would be likely to be 

attracted to tissues expressing CXCL12, such as metastasis sites [47]. Moreover, this expres- 

sion defect would contribute to the resistance to anoikis with, consequently, a migration 

and dissemination of tumor cells favoring the development of metastasis [159]. 

6.2 Regulation of CXCR4 Expression 

The mechanisms leading to the high receptor expression are not clearly defined. A 

mode of regulation of gene expression is related to the intrinsic instability of transcripts 

due to the presence of adenylate-uridylate-rich element (AREs) in their 3t-UTRs, which are 

targeted by RNA-binding proteins for degradation, among which are those of cytokines or 

chemokines [160]. However, the role of these AREs may be compromised in cancer, 

largely due to a deficiency in proteins that promote mRNA degradation. These sequences 

were found in the 3tUTR of many labile mRNAs that encode proto-oncoproteins (c-myc, 

c-fos, c-jun) and cytokines [160]. Al-Souhibani et al. showed that in breast tumor cells, the 

CXCR4 gene harbors a functional ARE in its 3t-UTR portion, a potential target for the RNA 

degradation proteins, TTP and HuR [161]. They also demonstrate that overexpression of 

HuR combined with low expression of TTP results in increased stability of CXCR4 mRNA 

and consequently higher levels of protein that will promote detachment and migration of 

breast tumor cells to distant sites [161]. 

Tumor progression is associated with intratumor hypoxia, which leads to increased 

vascular density, and HIF-1α is a transcription factor that allows for adaptation of tumor 

cells to hypoxia [162]. In CRC, hypoxia has been shown to promote increased expression of 
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CXCR4 [82,163], and in human colonic cell lines, this effect is mediated by the transcription 

factor HIF-1α [82]. Many studies have shown that HIF-1α is expressed at elevated levels 

in highly aggressive CRCs [164] and plays a major role in regulating the expression of 

many genes involved in angiogenesis and chemotaxis via the CXCL12/CXCR4 axis [165]. 

Our team has demonstrated that CXCR4 expression is increased by hypoxia in human 

colonic cell lines [82]. Additionally, the combined expression of CXCR4, HIF-1α and 

VEGF is strongly correlated with the presence of lymph node metastasis and distant 

metastasis in human CRC [166]. Zong et al. performed a bioinformatics analysis of Gene 

Expression Omnibus (GEO) data of HCT-116 cells subjected to acute and chronic hypoxia to 

identify genes differentially expressed in normoxic and hypoxic conditions. Among these 

genes, they found CXCR4 whose expression is upregulated under these conditions [163]. 

Numerous publications have reported the direct involvement of the two hypoxia-inducible 

factors, HIF-1α and HIF-2α, on the increase in CXCR4 expression [167], as the promoter of 

the gene encoding CXCR4 contains a hypoxia response element (HRE) [168,169]. 

Studies have suggested that the ERK1/2 and PI3K/Akt pathways, mediators of 

chemokine-induced migration, are activated by hypoxia in many cell types [170]. In 

addition, in vitro treatment of endothelial progenitor cells with specific inhibitors of the 

ERK1/2 or PI3K/Akt pathway indicates that only Akt activation is required for hypoxia- 

induced increase in CXCR4 expression and increased chemotaxis [171]. Other studies report 

that activation of the PI3K/Akt pathway can increase translation of HIF-1α-coding mRNA 

and stabilization of the protein under hypoxic conditions [172], which would promote 

increased CXCR4 expression. Likewise, reduction of CXCR4 expression by siRNA in human 

colonic tumor cells cultured in hypoxia decreases CXCL12-induced phosphorylation and 

activation of Akt, while ERK activation is unchanged [82]. 

Epigenetic alterations have also been described to regulate CXCR4 expression in CRC. 

MicroRNAs (miRNAs or miRs) have emerged as critical regulators of carcinogenesis and 

tumor progression and are described to modulate cell proliferation, apoptosis, invasion, 

angiogenesis, and metastasis [173]. It is now evident that certain miRNAs may be involved 

in the activation of the CXCL12/CXCR4 axis and thus participate in the progression of 

CRC to metastasis by controlling CXCR4 expression. For example, miR-9 expression is 

decreased in late-stage CRC and low miR-9 levels are significantly associated with lymph 

node metastasis [174]. Furthermore, Kaplan–Meier analysis reveals that decreased miR-9 

expression is significantly correlated with shorter median survival time, suggesting that 

miR-9 is an independent prognostic marker for overall survival of CRC patients and acts as 

a potential tumor suppressor gene [174]. In the same study, the authors show that in vitro, 

this miR inhibits cell migration and invasion. Moreover, a bioinformatics analysis of miR-9 

target genes identified CXCR4, whose transcript has a possible miR-9 binding element in 

its 3t-UTR region. Using a Dual-Reporter assay, this observation was validated by 

demonstrating that miR-9 negatively modulates the transcriptional and protein expression 

of CXCR4 by binding directly to its 3t-UTR. In vivo, injections of colonic tumor cells 

overexpressing miR-9 into the tail vein of mice resulted in fewer lung metastases than with 

control cells, a similar effect obtained with cells deleted for CXCR4 expression [174]. 

Another study investigated the prognostic value of miR-126 expression level associated 

with that of CXCR4 in CRC, and an inverse correlation was observed between miR-126 

and CXCR4 protein expression in CRC [175]. Furthermore, low miR-126 and high CXCR4 

expression is associated with distant metastasis, TNM clinical stage, and poor survival, 

Multivariate analysis indicates that miR-126 is an independent prognostic factor for overall 

survival [176]. In another study, the same team showed that miR-126 negatively regulates 

CXCR4 through the AKT and ERK1/2 signaling pathways, and thus this miR functions as 

a tumor suppressor in CRC cells [175]. 

Another miR might be involved in the regulation of CXCR4, miR-622, which is un- 

derexpressed in CRC metastases and has been described as a potential tumor suppressor 

gene by slowing down KRAS-dependent tumor and metastasis formation in mice [177]. By 

overexpressing KRAS in cells, the authors restore normal tumor growth. The same authors 
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subsequently showed that in vitro, overexpression of miR-622 in HUVEC cells inhibits 

capillary tube formation and that in vivo, this overexpression in HT29 cells xenografted to 

mice, slows tumor growth by strongly decreasing angiogenesis [177]. In parallel, analyses 

also showed that CXCR4 and VEGF-α expression is strongly decreased in these tumors. 

Similarly, as for miR-9, miR-622 has a binding site in the 3t-UTR region of the CXCR4 

transcript and can therefore directly inhibit CXCR4 expression. Since VEGF is a target of 

CXCR4, the anti-angiogenic impact of miR-622 can be mediated by the repression of CXCR4 

and consequently, reduces VEGF expression [178]. 

MiR-133b has also been described as a regulator of CXCR4 expression, with its expres- 

sion being much lower in metastatic CRCs (stages C and D) than in early tumors (stages A 

and B) [179]. Using bioinformatics algorithms to identify targets of this miRNA, several 

targets including CXCR4 have emerged from the analysis, and a luciferase assay showed 

the existence of a binding site for miR-133b in the 3t-UTR of the CXCR4 transcript [179], as 

had also been described for miR-9 [174], miR-622 [177] or miR-139 [180]. 

Finally, the relative expression of the CXCR4 transcript and protein are significantly 

suppressed by transfecting DLD-1 and SW480 colonic cells with miR-140-3p, and this effect 

is reinforced by the existence of a binding site of this miR on the CXCR4 messenger [181]. 

In another context, the human miR-125b has been described to positively regulate Wnt/β- 

catenin signaling by targeting APC expression; however, in a positive feedback, the increase 

in miR-125b in turn leads to increased expression of CXCR4 [182]. 

Studies also highlight the possibility of modulation of CXCR4 expression by changes 

in the DNA methylation profile and/or histones of the promoter. A recent work by Stuckel 

et al. showed that the overexpression of CXCR4 in human CRCs is observed in both 

colonocytes and stromal cells. The authors found that this overexpression is not the result 

of hypermethylation of the CpG islands of the CXCR4 promoter but rather of an increase in 

5-hydroxymethylcytosine (5hmC), a marker of active demethylation of a gene [183]; and 

in this case, the accumulation of 5hmC would reflect increased transcription of CXCR4 in 

the CRC [184]. This work complements other studies demonstrating the regulation of 

CXCR4 expression by epigenetic processes associated with genome methylation. Such 

5hmC marks have been described for genomic and circulating DNA from different cancer 

types, including CRC, and were distributed in transcriptionally active regions. In addition, 

by using 5hmCs as biomarkers, it was possible to separate patients who developed CRC 

from those who did not, which also allowed the definition of marks to discriminate genomic 

DNA from tumor and healthy tissues [185]. 

In addition, studies carried out in vitro [186] and in vivo [187] show that cells lacking 

CXCR4 expression under stress conditions can begin to express the receptor. This is the 

case in Ewing’s sarcoma cell lines, in which the CXCR4 promoter is highly enriched in 

activating but also repressive histone marks. These cells, once under stress, show a loss of 

the repressive mark H3K27me3 while the activating mark H3K4me3 is increased with a 

consequent increase in the expression of CXCR4 [187]. 

Demonstrating that increased CXCR4 expression facilitates the development of liver 

but not lung metastases, and that decreased CXCR4 also reduces liver metastasis without 

affecting lung metastasis, Urosevic et al. also showed that transcription factors of the ETS 

family mediate CXCR4 expression downstream of RAS-ERK1/2 signaling. ETV4 and ETV5 

factors induce a strong expression of CXCR4 in human colorectal lines [188]. It is also 

known that the deregulation of genes of the HOX family of transcription factors facilitates 

the progression of cancers through various mechanisms [189]. In two independent CRC 

cohorts, high HOXB5 expression was positively correlated with the presence of lymph node 

metastases, distant metastases, poor tumor differentiation and advanced clinical stage [190]. 

Moreover, overexpression of HOXB5 in the Caco-2 colorectal cell line leads to changes in 

the expression of several genes involved in metastasis, including CXCR4, and the use of 

reporter gene systems shows that CXCR4 is a transcriptional target of HOXB5 [190]. 
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6.3 Regulation of CXCR7 Expression 

While the literature provides numerous studies regarding the mechanisms of regula- 

tion of CXCR4 expression in CRC, much less data are available for CXCR7. Evidence for 

an impact of hypoxia and the transcription factors HIF-1 and -2 exists in other cell types, 

such as in bone marrow-derived mesenchymal stem cells where the PI3K/Akt-HIF-1α- 

CXCR4/CXCR7 pathway is essential for cell migration, adhesion, and survival [168] or in 

glioblastoma cells [191]. The only study published to date in CRC is a work by our team 

that showed that in human colonic cells, hypoxia or HIF-1α silencing does not alter the 

expression level of CXCR7 [82]. 

Gene expression can be regulated by transcription factors such as the HIC1 (Hyperme- 

thylated in Cancer 1), which is hypermethylated in many tumors including CRC [192,193], 

and inactivation following hypermethylation is thought to be a tumorigenesis-triggering 

event [194]. The search for HIC1 consensus binding sites (HiRE) in the CXCR7 regulatory 

region identified 11 putative HiREs to which HIC1 could bind directly [195]. HIC1 gene 

knockdown, CXCR7 promoter HiRE mutations and ChiP-seq approaches demonstrate that 

CXCR7 is a direct target of HIC1, which acts as a direct repressor of CXCR7 expres- sion 

[195]. This suggests that in tumors with loss of HIC1 expression, the subsequent increase 

in CXCR7 may participate in tumor progression. 

Although, similar to its partner CXCR4, CXCR7 expression can be regulated by epige- 

netic mechanisms involving miRs in different tumor types [195–198]; to date, no data in 

the literature have demonstrated the involvement of a miR to regulate CXCR7 expression 

in CRC. 

 
7.  Implication of CXCL12/CXCR4/CXCR7 Axis in Metastatic Dissemination 

For many years, the signaling mediated by this axis has been described to participate in 

the different aspects of tumor progression and dissemination (Figure 1). To better determine 

the respective involvement of each partner of this axis, different approaches have been 

used, such as interfering RNA, genetic editing by overexpression or loss of function, 

pharmacological inhibitors, neutralizing antibodies in vitro or in vivo. To understand the 

involvement of CXCL12 in tumor dissemination, it is necessary to separate the role of the 

chemokine itself from that of the CXCR4 and CXCR7 receptors, as well as the level of 

expression of CXCL12 in the primary tumor and the sites of metastatic implantation where 

it is highly expressed [52,78]. 

One hypothesis is that before metastasis develops, many CRC cells undergo DNA 

hypermethylation on the CXCL12 promoter [99], such that autocrine and paracrine CXCL12 

signaling is reduced and tumor cells can migrate along a gradient that leads them to distant 

organs, known to highly express the chemokine [47]. This process would be initiated early 

in colonic carcinogenesis since CXCL12 expression is already lost at the adenoma stage 

[52]. This downregulation of CXCL12 expression also prevents colonic tumor cells from 

undergoing anoikis, a form of apoptosis when cell–cell contact is lost between epithelial 

cells [159]. 

7.1 CXCL12 

The implication of CXCL12 has been demonstrated in different models. For example, 

in the dorsal skinfold chamber model of syngenic BALB/c mice, Kollmar et al. studied the 

effects of increasing concentrations of CXCL12 on tumor growth and angiogenesis induced by 

CT26 cell implantation [199]. In vivo, CXCL12 accelerates tumor growth through 

induction of angiogenesis, cell proliferation and inhibition of apoptosis [199]. In another 

study, the same authors used the same experimental model but performed a hepatectomy 

in mice [200]. It is known that liver resection is associated with liver regeneration and a 

local and systemic release of potent growth factors, including chemokines [201,202]. This 

model permits to understand the role of CXCL12 on the dissemination of CT26 cells in the 

tissues around the skinfold chamber. The authors report that neutralization of CXCL12 

with an antibody promotes tumor extension to nearby tissues, accelerates angiogenesis and 

neovascularization, increases VEGF expression, microvascular permeability and increases  
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CXCR7 expression [199]. Moreover, neovascularization and tumor growth are reduced after 

CXCR4 neutralizing treatment. Therefore, in the absence of CXCL12, signaling by CXCR4 is 

interrupted and an alternative pathway must be considered that would be carried by 

CXCR7. CXCR7 has been described to increase the production of VEGF [182], which would 

be the trigger of the pro-angiogenic effect observed after neutralization of CXCL12 [199]. 
 

Figure 1. Process of metastatic dissemination in CRC. Tumor cells that no longer express CXCL12 

will migrate to organs of metastasis via blood circulation. The expression of the CXCR4 and CXCR7 

receptors allows for the intra- and extravasation of the cells through the vessels and then the implan- 

tation in the liver and the lungs where CXCL12 is strongly expressed. During intravasation of tumor 

cells into circulation, macrophages localized to perivascular areas within tumors help tumor cells 

traverse vessel barriers. In the circulation, platelets support tumor cell survival by protecting them 

from cytotoxic immune cell recognition. 

Conversely, CXCL12 has also been described as an anti-tumor molecule in pancreatic 

cancer [203]. In CRC, Wendt et al. described a strong decrease in CXCL12 expression [99] 

and when colon cells treated with a demethylation agent to restore CXCL12, are injected 

into the tail vein of mice, metastatic tumor formation is greatly reduced as compared to 

cells lacking CXCL12. A similar situation has been observed in APC mutant mice that 

spontaneously develop CRCs. When these mice are treated with a histone deacetylase 

inhibitor, such as valproate, there is a re-expression of CXCL12 and a decrease in the 

number of tumors [52]. 

7.2 CXCL12 and CXCR4 

The contribution of CXCR4 in tumor cell migration involves several cellular aspects 

that all converge toward the facilitation of cell migration and invasion. For example, 

overexpression of CXCR4 promotes the formation of pseudopodia through actin polymer- 

ization [78] and reorganization of the cytoskeleton [204]. Other processes are induced under 

hypoxic conditions such as epithelial–mesenchymal transition (EMT) and overexpression 

of α2, α5 and β1 integrins [205]. 

Migration and invasion processes also involve proteolytic activities induced by the im- 

portant secretion of gelatinases such as MMP-2, MMP-9 or matrylisin-1 (MMP-7) [204,206,207]. 
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One study showed that the ability of CXCL12-mediated cell migration and invasion is 

highly dependent on MMP-9 secretion and activity via Akt and ERK/MAPK signal- 

ing [204] and on β-catenin translocation in the nucleus, suggesting the interaction of 

the CXCL12/CXCR4 axis with the Wnt-β-catenin signaling [206]. 

At the signaling level, CXCR4 regulates the migratory and invasive ability of cells 

via the MAPK/ERK1/2 and PI3K/Akt signaling pathways activated by CXCL12-CXCR4 

binding [82,204,208,209]. Similarly, CXCL12 binding to CXCR4 activates pro-metastatic sig- 

naling by decreasing E-cadherin expression but inducing ICAM-1 expression (InterCellular 

Adhesion Molecule) [210]; however, it has been shown that high levels of ICAM-1 in CRCs 

are associated with decreased tumor progression and liver metastasis [211]. Activation of 

the CXCR4/CXCL12 axis also involves the TGF-β pathway to promote invasion, angiogene- 

sis, and promotion of distant metastasis by promoting differentiation of hepatic stellate cells 

into CAFs [212]. Furthermore, CXCR4 knockdown strongly reduces in vivo tumor growth 

associated with the reduction of tumor capillaries and intra-tumoral blood flow without 

affecting VEGF expression [213]. Moreover, in HUVEC cells, CXCR4 knockdown strongly 

inhibits angiogenesis after stimulation with CXCL12 ligand, by reducing EGFR, VEGF, and 

MMP-2, affecting MAPK/ERK, PI3K/Akt and Wnt/β-catenin pathways [207]. Another 

study showed that CXCL12 could stimulate the metastatic behavior of colonic cells express- 

ing CXCR4 by increasing cell proliferation and adhesion to fibronectin [214]. These studies 

agree with those of Gouveia-Fernandes et al. who show that overexpression of fibronectin 

confers invasive and disseminative potential to HCT15 cells by promoting activation of the 

CXCL12/CXCR4 axis through modulation of α3 and β3 integrin expression [215]. 

Furthermore, Zeelenberg et al. demonstrate that CXCR4 expression is regulated posi- 

tively by the tumor microenvironment, but it appears that CXCR4 is not required for tumor 

cell entry into metastatic sites, but rather for the establishment of micro-metastases [216]. 

Mice in which murine CT-26 colonic cells deficient in CXCR4 by retention of the receptor 

at the level of the endoplasmic reticulum, were injected into the spleen or the tail vein, 

indicate that CXCR4 would not play a role in invasion, but rather in the survival of the cells 

to form micro-metastases without impacting their proliferation [216]. 

In the same idea, Matsusue et al. showed that HCT116 cells stimulated by CXCL12 

become resistant to apoptosis, and the use of AMD3100 reduces this CXCL12-dependent 

anti-apoptotic ability [217]. In vivo, these cells metastasize because CXCR4-positive cancer 

cells selectively survive by an anti-apoptotic effect and by the secretion of CXCL12 by 

stellate liver cells. Thus, these liver cells, under the action of TFG-β1 secreted by the tumor 

cells, will differentiate into CAFs [217]. The involvement of CXCR4 in the metastatic process 

could also be potentiated by another receptor, CXCR3 [218], which is activated by the 

chemokine CXCL10 by inducing cytoskeletal rearrangements, migration, invasion, 

expression of the matrix metalloproteinase MMP-2/9, and cell survival through the ac- 

tivation of ERK1/2, Akt and protein kinase G [219]. These ideas are supported by the 

findings of Tan et al. who propose that overexpression of CXCR4 by tumor cells in the 

hepatic metastatic microenvironment stimulates the production of CXCL12 by stellate 

cells, which through a paracrine action, stimulates the secretion of TGF-β1 by tumor cells, 

necessary for the differentiation of hepatic stellate cells into CAFs [212]. These studies 

suggest that modulation of the CXCL12-CXCR4 interaction can have a strong impact on 

tumor dissemination to target organs. 

7.3 CXCL12 and CXCR7 

A growing number of studies are emerging to understand the mechanisms by which 

CXCR7 participates in the growth and progression of colon cancer to organs of metastasis. 

Thus, the involvement of CXCR7 in colorectal tumorigenesis has been discussed in several 

models and is through the regulation of proliferation, survival, migration, invasion, an- 

giogenesis, tumor growth and metastatic dissemination [89,218]. CXCR7 gene silencing 

represses cell proliferation and invasion and induces apoptosis with decreased expression 

of p-ERK, β-arrestin, PCNA and MMP-2 but with increased expression of caspase-3 [220]. 
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Subcutaneous tumors induced by SW480 cells deleted for CXCR7 expression are signifi- 

cantly smaller than those in control groups [220]. CXCR7, but not CXCR4, expression can 

be increased by lipopolysaccharide treatment in cells expressing both TLR4 and the MD2 

coreceptor [221]; additionally, in patients, high expression of TLR4, MD2 and CXCR7 is 

associated with tumor cell infiltration in lymph nodes and distant metastases [221]. 

The involvement of CXCR7 has also been described in transendothelial migration, and 

CXCR7 expression is found both in tumor cells and in tumor-associated vessels. However, 

using the endothelial cell line HUVEC, it was shown that this expression by vessels is not 

necessary for CXCL12-mediated transendothelial migration, and this process requires 

CXCR7 expressed by tumor cells, without involving CXCR4 [222]. CXCR7 appears to 

have angiogenic activity since its overexpression in colonic cells cultured with HUVEC 

cells promotes the formation of capillary tubes, and the stable extinction of CXCR7 in 

colonic cells prevents this tube formation [89]. CXCR7 exhibits low levels of expression 

in normal mature vascular endothelial cells but is highly expressed in endothelial cells 

of neovascularized tumors [223]. This effect might be a consequence of the stimulation 

by CXCR7 of VEGF production by endothelial cells via activation of the ERK and AKT 

pathways [89]. 

An in vivo study with transgenic mice overexpressing CXCR7 in the intestine showed 

that this overexpression exacerbates DSS treatment-induced inflammation by causing 

extensive infiltration of myeloid suppressor cells, M2-like macrophages, and Tregs in the 

colon, associated with elevated amounts of the proinflammatory cytokines TNF-α, IL-6, 

and c-Myc but decreased numbers of CD8+ T cells [205]. This CXCR7 overexpression 

also increases tumorigenesis in APCMin/+ mice and these effects are amplified when mice 

overexpress the CXCR4/CXCR7 heterodimer [224]. 

Although the implication of CXCR7 in the metastatic process is well demonstrated, 

there are still some questions about its capacity to direct the dissemination more specifically in 

an organ. Guillemot et al. have shown that in mice, systemic treatment with specific 

CXCR7 antagonists prevents the dissemination of cells in the lungs but not in the liver [92]. 

Concomitantly, higher expression of CXCL12 and CXCL11 was found in tumor areas in the 

lung compared with the liver, indicating that distinct pathways regulate the mechanism of 

pulmonary and hepatic metastatic spread. In another study in human CRCs, CXCR7 

expression was also found to be higher in lung metastases than in the primary tumor [138]. 

7.4 CXCL12, CXCR4 and CXCR7 

For a possible mechanism of action of CXCL12 in promoting metastasis, numerous 

works have highlighted the role of matrix metalloproteinases (MMPs), proteinases re- 

sponsible for degradation and remodeling of the extracellular matrix (ECM). Thus, the 

persistent localization of these enzymes at the interface between migrating CRC cells and 

the surrounding stroma has been demonstrated, supporting a role for MMPs in CRC in- 

vasion and metastasis [225]. This study shows that none of the three CRC cell lines tested 

express MMP-2 or MMP-9. In contrast, subcutaneous tumors induced by transplantation 

of these cells express limited amounts of MMP-2 and MMP-9 while caecal tumors express 

them in large amounts [225] showing the role of murine stromal cells in the production of 

these proteinases. 

Similarly, in myeloma cells, CXCL12 induces the expression of matrix metallopro- 

teinases (MMPs) such as MMP-9, membrane MMPs such as MT1-MMP, represses the 

expression of inhibitors such as TIMP-1, promoting cell invasion in vitro [226]. However, 

these observations do not support a possible role for CXCL12 in the invasiveness of colonic 

tumor cells that no longer express CXCL12 [53,123]. In addition, it is possible to speculate 

that in vivo, colonic tumor cells acquire the ability to produce MMP regulatory factors 

other than CXCL12, such as mutations in tumor suppressor genes or proto-oncogenes, 

changes in the microenvironment, extracellular matrix composition, tissue oxygenation 

and inflammation [227]. 

 

 



Cancers 2022, 14, 1810  

- 62 - 

 

≥ 

 
8. Targeting of the CXCL12/CXCR4/CXCR7 Axis in CRC 

8.1 Preclinical Studies 

A recent report found that CXCL12 and relative expression of the CXCL12-CXCR4 

axis are independent prognostic factors for 5-year relapse-free survival [120]. Multiple 

preclinical studies have evaluated the efficacy of many agents; however, only a few drugs 

targeting this axis have been approved for clinical use. These agents include anti-CXCR4 

neutralizing antibodies, interfering RNAs or antagonist molecules targeting CXCR4 or 

CXCR7, or small peptides specifically blocking CXCR4 (Table 2). 

In the clinic, the molecules used mainly target CXCR4, and a molecule more specifically 

targets CXCL12 [228]. Many preclinical studies targeting the CXCL12/ CXCR4/CXCR7 axis 

have been published, but few have focused on CRC. 

8.2. AMD3100 

The best-known molecule to inhibit the biological effect of CXCR4 is the molecule 

commonly known as AMD3100 or plerixafor (Mozobil). The Food and Drug Administration 

(FDA) approved AMD3100 in 2008 for use in the mobilization of hematopoietic stem cells 

for transplantation in patients with non-Hodgkin’s lymphoma [229,230]. AMD3100 is a 

specific antagonist of CXCR4 of the bicyclam family [231]. This drug acts as an antagonist 

by binding to one glutamine and two aspartate residues in the CXCR4 receptor, preventing 

the conformational change necessary to activate intracellular kinases [232]. It is the most 

frequently used drug in clinical trials targeting the CXCL12-CXCR4/CXCR7 axis and has 

been described in several studies in hematological, breast, pancreatic, lung cancer [231,233]. 

In an orthotopic model of liver metastasis using the murine colonic line C26, blocking 

CXCR4 with AMD3100 reduces the number and size of liver metastatic sites [234]. Im- 

munohistochemical analyses revealed a significant decrease in the expression of α-SMA, 

a marker for hepatic stellate cells, in the liver foci of AMD3100-treated mice compared 

with control mice [234]. The promotion of VEGF production by stellate cells has been 

demonstrated in liver metastases in vivo [102], facilitating the recruitment of sinusoidal 

endothelial cells and the transition from avascular to vascular stage in these metastatic 

sites. In this context, a decrease in stellate cells induced by AMD3100 could therefore 

alter the angiogenic response and the blood supply of oxygen and nutrients to the tumor. 

However, AMD3100 has been described to also interact with CXCR7 but as an agonist [235]. 

AMD3100 alone can induce β-arrestin recruitment to CXCR7. Moreover, and in contrast 

to the antagonistic effect observed for CXCR4, AMD3100 increases 125I-CXCL12 binding 

to HEK293 cells expressing CXCR7 and CXCL12-facilitated recruitment of β-arrestin to 

CXCR7, recruitment that is also possible in the absence of CXCL12, albeit at relatively high 

concentrations (  10 mM) [235]. To date and to the best of our knowledge, no molecular 

mechanism has been proposed to justify the agonistic property of AMD3100 on CXCR7. 

Data about mode of action of AMD100 are limited in CRC. An in vitro study in the 

SW480 colon cell line demonstrated that the anti-tumor effect of AMD3100 was mediated 

through the reduction of VEGF and MMP-9 expression, but not MMP-2 [236]. Further 

evidence comes from a study on mammary stem cells that identified among the proteins 

showing CXCL12-induced phosphorylation, up to 22% are involved in signaling pathways 

related to cell adhesion and migration, actin and microtubule association in cytoskeletal re- 

modeling. These mechanisms are known to support the involvement of CXCL12/CXCR4 in 

the metastatic process. By exposing cells to AMD3100, the phosphorylation of key proteins 

in these signaling pathways is blocked, such as the catalytic subunit of serine/threonine- 

protein phosphatase PP1-gamma (PPPC1) [237]. Conversely, in prostate cancer where 

CXCR4 strongly regulates the development of metastasis, treatment of prostate cells with 

dihydrotestosterone increased the expression of the androgen receptor, CXCR4, PI3K and 

AKT phosphorylation as well as EMT and downstream cell cycle control genes. Con- 

versely, treatment with resveratrol and AMD3100 reversed all these changes associated 

with increased expression of apoptosis-related genes [238]. 
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Taken together, these observations suggest that AMD3100 is an allosteric agonist 

to CXCR7. Therefore, while this antagonist has proved effective in controlling tumor 

progression in various cancers, these observations suggest caution in its use to understand 

the respective roles of CXCR4 and CXCR7 as mediators of the biological effects of CXCL12. 

8.3. LY2510924 

In addition to AMD3100, novel CXCR4 inhibitors have been identified, including the 

cyclic peptide LY2510924. From X-ray crystal structures of CXCR4 [239], LY2510924 is 

suggested to occupy a binding pocket and possess ligand–receptor interactions with 

CXCR4 residues such as Asp187, Arg188, Gln200, His113, and Tyr190 [240]. The antag- 

onistic effect of this new molecule was confirmed in an SDF-1-induced GTP (guanine- 

triphosphate)-binding assay where LY2510924 completely inhibits SDF-1-mediated binding 

to GTPγS35 with a Kb of 0.38 nmol/L. Furthermore, LY2510924 was found to inhibit 

CXCL12-mediated chemotaxis by blocking SDF-1-stimulated phosphorylation of ERK and 

Akt in a concentration-dependent manner [240]. 

In vivo, its antagonistic effect has been proven by the dose-dependent decrease in 

tumor growth in colonic, pulmonary, renal or non-Hodgkin’s lymphoma xenografts and 

on the formation of mammary tumor metastases after intravenous injection of mammary 

tumor cells [240]. In the latter model, pre-treatment of mice with LY2510924 strongly 

decreases lung colonization and prevents the proliferation of implanted cells. 

In a separate study, the inhibitory effects of LY2510924 were evaluated in ortho- topic 

xenografts of three human colonic lines in the rectal mucosa. While treatment with 

LY2510924 strongly reduces tumor size, it does not affect the size of metastases and only 

when combined with 5-FU reduced metastasis [241]. A possible explanation for the lack 

of effect of LY2510924 on metastasis is the presence of a population of TICs, which is the 

source of many therapeutic resistances, or else this molecule is only fully effective when 

combined with other conventional therapies. 

8.4. PepR 

Peptide R (PepR) is a new CXCR4 antagonist peptide, effective mainly in combina- 

tion with conventional chemotherapies such as 5-FU and oxaliplatin. In subcutaneous 

xenografts of HCT116 or HT-29 cells, mice treatment with PepR potentiates the inhibitory 

effect of chemotherapy on the proliferation and activation of EMT [242]. As a proposed 

mechanism, an analysis of TCGA dataset RNA-Seq indicates that adding the PepR com- 

pound to chemotherapy reverted the increased expression of the mesenchymal markers 

as well as PD-L1, all markers being induced by chemotherapy alone [242]. This suggests 

a role for CXCR4 in controlling EMT marker expression. In addition, treatment of colon 

cells with chemotherapy/radiochemotherapy induced a population of CD133+CXCR4+ 

cells, supposed to be stem-resistant cancer cells, while adding Pep R reduced this popu- 

lation. In a previous study, the same authors showed that this novel antagonist enhances 

the efficacy of anti-PD-1 therapy in a mouse model of colon cancer induced with MC38 

cells [243]. The increased efficacy of anti-PD-1 therapy by PeR results from changes in 

the microenvironment by recruiting Granzyme B-positive cells and decreasing Tregs cells. 

Thus, PeR treatment makes the microenvironment more immunosensitive to anti-PD-1 

therapy [243]. Other studies have shown that Pep R reduced the expression of CXCL12 and 

PD-L1, probably by inhibiting the immunosuppressive effect of the microenvironment and 

preventing the recruitment of stromal cells (CAFs, Tumor Associated Macrophages (TAM), 

Myeloid-Derived Suppressor Cells (MDSCs)) responsible for the exclusion of cytotoxic T 

lymphocytes approximately tumor cells [244,245]. 

8.5. MSX-122 

Unlike other inhibitors that prevent the binding of CXCL12 to its receptor, this 

molecule MSX-122, when binding to CXCR4 could interfere with the “lock and key” mecha- 

nism between CXCR4 and CXCL12, and modulates functional signaling such as reductions 
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in pErbB2, pAKT, pERK and increase in cAMP production, without displacing CXCL12 

from the receptor [246]. 
The efficacy of this CXCR4 antagonist was evaluated in APCMin/+ mice exposed to 

azoxymethane (AOM) and treated with MSX-122 [247]. APCMin/+ mice are known to 

develop mainly small bowel tumors, while when exposed to AOM, they develop cancers 

in the colon [248]. As expected, AOM induced colonic tumors in these mice, whereas 

treatment with MSX-122 significantly reduced the incidence of colonic tumors and tumor 

volume through decreased cell proliferation as assessed by Ki-67 labeling. The authors 

propose that MSX-122, having been well tolerated in a phase Ib clinical trial, may serve as a 

chemopreventive agent in individuals at increased risk of developing CRC. 

8.6 CCX754 and CCX771 

In contrast to CXCR4, studies describing the use of CXCR7 antagonists in CRC are 

uncommon despite the development of several of its inhibitors by ChemoCentryx (CCX226, 

CCX733, CCX754, CCX771 and CCX773). These molecules have been described as ligands 

that do not induce phosphorylation of AKT or ERK. CCX754 and CCX771, two of these 

antagonists, were tested in mouse injected with human or mouse lung carcinoma cells [249] 

or in models of lung metastasis by injection of murine C26 and human HT-29 colon cancer 

cells [92]. Systemic treatment with CCX754 or CCX771 antagonist strongly reduced tumor 

expansion in the lungs of mice injected with these cells but not the expansion of metastases 

into the liver [92]. However, CCX771 has also been described as an agonist that recruits 

β-arrestin-2 to CXCR7 and blocks trans-endothelial migration of human cancer cells [250]. 

A theory of receptor desensitization has been proposed to explain the agonist/antagonistic 

effect of the molecule. CCX771 would not stimulate chemotactic activity but rather induce 

internalization of CXCR7 from the cell surface. This has been observed for a CCR5-

targeting molecule in search for anti-HIV-1 agent [251] or described for a CCL7 agonist 

non-glycosaminoglycans (GAGs) binding and evaluated for its anti- inflammatory effect 

[252]. 

The lack of data on the efficacy of these antagonists can be explained by the following 

studies showing that those molecules initially designed to inhibit CXCR7 activation also 

act as agonists in different pathologies [253]. Likewise, some CXCR4 receptor antagonists 

are agonists for the CXCR7 receptor, such as the cyclic peptide TC14012 [254]. 

There may be several reasons why molecules presented as antagonists/agonists, exert 

inverse physiological activity. One possibility is that the mode of action of the molecules 

is more related to CXCL12-mediated effects than to CXCR7-mediated effects. For exam- 

ple, CXCR7 antagonists prevent CXCL12 internalization leading to increased extracellular 

CXCL12 concentrations. They may therefore generate pathophysiological effects such as 

those of CXCR7 agonists, as described in experimental autoimmune encephalomyeli- tis 

[255]. 

CCX771 alone induced a concentration-dependent association of CXCR7 with β- 

arrestin2 CCX771 was substantially more potent than its natural protein ligand CXCL12 in 

triggering β-arrestin2 association 

8.7 Chalcones 

In 2008, a screening of 3200 molecules from a medicinal library identified a new class 

of molecules that bind to the chemokine CXCL12 and act as neutral inhibitor of its 

biological activity in a way similar to neutralizing antibodies. The most potent compound 

which belongs to the chalcone family and named chalcone 4, has been shown to bind the 

chemokine CXCL12 with high affinity thus preventing the binding of the chemokine to 

both CXCR4 and CXCR7, and thus blocking the downstream pathways [256]. Later on, 

a study from our team demonstrated that chalcone 4 was able to reduce colorectal cell 

migration and when combined to irinotecan, further increased the inhibition [82]. However, 

this compound would need further characterization, yet no data has reported its capacity to 

block the dissemination process in vivo. CXCL12 is efficient in solubilizing chalcone 
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molecules with a stoichiometry 3:1 for chalcone 4: CXCL12 and that chalcone 4 binds to one 

high affinity site and two low affinity sites in CXCL12 [256]. 
8.8 NOX-A12 

Noxxon Pharma has developed a molecule called NOX-A12 or olaptesed pegol [257]. 

This molecule is an RNA aptamer (or spiegelmer), which acts by binding to CXCL12, 

preventing it from linking and activating its two receptors. It binds to CXCL12 with high 

affinity and specificity across various species such as humans, mice, and rats. NOX-A12 

has been shown to bind directly to and inhibit CXCL12 but also detach the cell-surface 

bound CXCL12, leading to abrogation of the CXCL12 gradient [258]. In tissues, stromal 

cells secrete and present CXCL12 on the surface, via GAGs, and NOX-A12 can compete 

with GAGs to bind CXCL12, leading to the release of CXCL12 from the cell surface and thus 

neutralize the chemokine [258]. A study by Zboralski et al. showed in vitro that in tumor 

and stromal cell spheroids that mimic a solid tumor with a CXCL12-rich microenvironment, 

NOX-A12 promotes spheroid infiltration by T and NK cells in a dose-dependent manner. 

The combination of NOX-A12 and PD-1 checkpoint inhibitor acts synergistically to facilitate 

T cell infiltration into spheroids. These observations were validated in vivo in a mouse 

model of syngeneic CRC in which treatment with NOX-A12 improved the response to 

anti-PD-1 therapy to reduce tumor size [259]. A Phase I/II clinical trial is underway to 

study the effects of the NOX-A12 and anti-PD-1 combination in patients with advanced 

CRC or pancreatic carcinoma (NCT03168139). 

Table 2. Chemical modulators of CXCR4 and CXCR7/ACKR3 activation. 

 

 

9. Clinical Trials 

While many cases of CRC are diagnosed at an early stage and are treated with curative 

surgery, many patients develop synchronous or metachronous metastatic disease with a 

five-year survival rate of roughly 13% [261]. The routine treatment of metastatic CRC is 

based on the combination of different treatment schedules such as Folfiri/Folfox/Folfoxiri 

or Capiri/Capox, which resulted in a survival of about 18 months. However, more recently, 

the approval of targeted therapies with EGFR or VEGF antibodies has importantly im- 

proved the overall survival, approaching 30 months in clinical trials [262], but the relative 

unavailability of biomarkers in metastatic CRC has slowed the progress in tumor curacy. 

Because of the bad prognostic value of CXCR4 overexpression across different tumors, 

CXCR4-inhibition-based therapies have been therapeutically evaluated in hematologic and 

  



Cancers 2022, 14, 1810  

- 66 - 

 

 

 
solid malignancies, either as monotherapy or in combination with chemotherapies or im- 

munotherapies (for review, see [263–265]). Among the drugs tested in clinical trials, CXCR4 

small molecule antagonists, fully humanized anti-CXCR4 antibodies and CXCR4 or CXCL12 

peptide inhibitors represent the most advanced programs of CXCR4 inhibition in solid 

tumors. Galsky et al. published the first in-human phase I study in patients with advanced 

or metastatic CRC that explored the safety and tolerability of LY25110924 among other solid 

tumors [266]. To date, AMD3100 is the only approved CXCR4 inhibitor drug [231], while 

multiple antagonists are in different stages of development. Presently, the clinical trials 

are mainly ongoing phase I/II trials. They mainly concern the CXCR4 peptide inhibitor 

LY2510924 (NCT02737072), the anti-CXCR4 antibody LY2624587 (NCT01139788), the small 

molecule inhibitors Plerixafor (NCT20179970, NCT03277209), MSX-122 (NCT00591682, 

suspended), USL311 (NCT02765165); however, for a number of these trials, the cancer type 

is not always indicated, as it only specified that the targeted diseases are solid tumors. 

The only available data from completed phase I/II trials evaluated the application 

of the NOX-A12 molecule (OPERA trial, NCT03168139), first as monotherapy, and then 

continued with pembrolizumab in patients with advanced stage pretreated metastatic 

colorectal or pancreatic cancer. The NOX-A12 was well tolerated and allowed for a disease 

control rate of 25%, and an overall survival close to 12 months could be achieved [267]. 

This effect was mediated by a transformation of the tumor immune microenvironment with 

the expression of a specific cytokine signature consisting of IL-2, IL-16 and IFN-γ as an 

indicator of activation in tumor tissue. Following this success, a phase II trial is currently 

underway to evaluate the effect of the combination of NOX-A12 and pembrolizumab in 

glioblastoma and pancreatic cancer. 

Conversely, treating patients with CRC for seven days with continuous infusion of 

the CXCR4 inhibitor AMD3100/Plerixafor induces an integrated immune response with 

enhanced intratumoral immune B and T cell responses as observed in paired biopsies of 

metastatic lesions (NCT02179970) [268], an immune response that is predictive of a clinical 

response to T cell checkpoint inhibition. For other trials, no results are currently available, 

due to the required time to exploit the data. 

Although several CXCR7 antagonists (CCX771, CCX662, CCX733, CCX754, and 

CCX777) have been investigated in preclinical models [253,269], to date, CXCR7 mod- 

ulators have not been clinically investigated. 

 
10. Resistance to Treatment 

It is well established today that the increase in cancer mortality is partly due to the 

resistance of tumor cells to numerous anti-cancer treatments. Thus, understanding the 

mechanisms at the origin of this tumor resistance would lead to the development of new 

approaches to maximize the effectiveness of treatments. Two types of resistance are de- 

scribed in cancerology: innate resistance, which is a consequence of the high molecular 

heterogeneity of cells within a tumor, and resistance acquired during treatment [270]. In a 

tumor, inhibition of apoptotic signals promoting proliferation, DNA repair, genomic 

amplification, a defect in drug metabolism, or epigenetic modifications can generate ac- 

quired resistance [271,272]. Given the relevance of the CXCL12/CXCR4/CXCR7 axis in 

the development and progression of CRC, several studies have investigated its role in 

resistance to anti-cancer therapies. 

In tumors, it is a common knowledge that a small population of cells known as Tumor 

Initiating Cells with stem cell characteristics are responsible for many tumor re- currences 

[273]. A subpopulation of tumor cells positive for TIC marker CD133 has been isolated 

from patient CRCs or colonic lines, and these cells are more tumorigenic than cells not sorted 

on marker expression CD133 [274]. Thus, the CD133+ cell population isolated and 

enriched for CXCR4 expression shows significant tumorigenicity with an increased in vitro 

cell proliferation, tumor size and angiogenesis in vivo [274,275]. By analyzing the secretion 

of soluble factors by the HK stromal ganglion cells, the authors found a significant 
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expression of CXCL12, which by a paracrine action, promotes tumor vascular development 

and protects the cells from the therapeutic agents 5-FU and oxaliplatin [274,275]. 

Another study described co-expression of CXCR4 and Lgr5, a colonic stem cell marker 

receptor, in patients with stage IV CR [145]. In vitro, Caco-2 and HT-29 cells isolated by 

flow cytometry and strongly expressing CXCR4 and Lgr5 promote sphere formation and 

increase cell viability when treated with cytotoxic agents. Similarly in vivo, the concomitant 

expression of CXCR4/Lgr5 in cells implanted subcutaneously in mice confers a more 

important potential to develop a tumor mass [145]. 

In another study, combined treatment with endostar or endostatin (an angiogenesis 

inhibitor) and oxaliplatin synergistically decreased the proliferation, adhesion, and invasion of 

Matrigel [276]. This synergy is a consequence of decreased expression of CXCR4, as well as 

those of the hypoxic factors HIF-1α and HIF-2α [276]. The authors showed that only the 

accumulation of HIF-2α is responsible for this cell resistance to oxaliplatin, and the 

combination of endostar with oxaliplatin overcomes this resistance by making the cells 

more sensitive. These data suggest that CXCR4 could be used as a marker to identify tumor 

stem cell populations responsible for the resistance and recurrence seen in cancers. 

MiRNAs, which are also involved in cancer pathology, are either tumor suppressors 

or oncomiRs, largely involved in proliferation, invasion, and resistance to treatment. Some 

miRNAs are targets of the CXCL12/CXCR4/CXCR7 axis, and one study investigated the 

role of miR-125b in 5-FU resistance of cells expressing CXCR4 [182]. Expression of miR-

125b, increased by the treatment of HCT116 cells with CXCL12, accelerates invasive ability 

and promotes EMT, which in turn increases CXCR4 expression, forming a reciprocal positive 

feedback loop between CXCR4 and miR-125b. Upregulation of miR-125b also activates 

Wnt/β-catenin signaling and the APC gene and contributes to 5-FU resistance by enhancing 

cellular autophagy [182]. 

Contrary to these studies, Heckmann et al. described that overexpression of CXCR4 in 

the SW480 colonic line and strong endogenous expression in HT-29 cells is associated with a 

higher sensitivity to treatments such as 5-FU, oxaliplatin or irinotecan. This chemosensitiv- 

ity, assessed by a decrease in cell survival, cytotoxicity, and apoptosis, is further increased 

when one of these molecules is combined with plerixafor [277]. In this case, contrary to 

CXCR4, it would rather be the overexpression of CXCR7 that results in the resistance [278]. 

 
11. Conclusions 

In CRC, activation of the CXCL12/CXCR4/CXCR7 axis leads to progression and 

development of metastases with an unfavorable disease outcome and poor patient sur- 

vival. Disruption of the CXCL12-CXCR4/CXCR7 axis remains an interesting target for 

pharmacological treatment (Figure 2). CXCR4 and CXCR7 antagonists are being tested in 

several preclinical and clinical trials for the treatment of CRC, and other gastrointestinal 

cancers, but with limited success and the development of combined antagonists, targeting 

both receptors are still lacking. Therefore, tumor immunotherapy entered a phase of rapid 

development in cancer treatments, but there are too many patients resistant to this therapy. 

Furthermore, the use of inhibitors targeting the oncogenic CXCL12 axis in combination 

with current immunotherapies should be considered and may provide hope for improving 

cancer treatments. 
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Figure 2. Involvement of the CXCL12/CXCR4/CXCR7 axis in regulating primary tumor growth 

and metastasis and its pharmaceutical targeting. The expression levels of either partner of this axis 

have a prognostic value and participate in tumor progression through the activation of multiple 

signaling pathways involved in cell survival, proliferation, invasion, and migration/dissemination. 

Each step of the process can be activated/facilitated by local hypoxia within the primary tumor. At 

sites of metastasis, CXCL12-producing cells (endothelial cells, CAFs, immune cells) allow for the 

implantation of receptor-expressing tumor cells. In colorectal cancer, several therapeutic molecules 

targeting receptors or chemokines are undergoing clinical trials to improve patient management 

and/or overcome tumor resistance. Pink dots indicate CXCL12 molecules. 
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Abbreviations 

ACKR3 atypical chemokine receptor 3 

Akt protein kinase B 

cAMP cyclic adenosine monophosphate 

AOM azoxymethane 

APC adenomatous polyposis coli 

ARE AU-rich element 

ChIP chromatin immunoprecipitation 

CIN chromosome instability 

CIMP CpG island methylator phenotype 

CpG cytosine-phosphate-guanine 

CRC colorectal cancer 

CAF cancer-associated fibroblasts 

CTLA-4 cytotoxic T lymphocyte Antigen 4  
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CXCL-10/12 C-X-C motif ligand 10/12 

CXCR-3/4/7 C-X-C motif receptor 3/4/7  
DSS dextran sodium sulfate 

ECM extracellular matrix 

EGFR epidermal growth factor receptor 

EMT epithelial–mesenchymal transition 

ERK extracellular signal-regulated kinases 

FAP familial adenomatous polyposis 

FGF fibroblast growth factor 

5-FU 5-fluorouracil 

GAG glycosaminoglycans 

GEO Gene Expression Omnibus 

GRK2 G-protein-coupled receptor kinase 2 

GTP guanine–triphosphate 

HDAC histone deacetylases 

HIC1 hypermethylated in cancer 1 

HIF hypoxia-inducible factor 

HiRE HIC1-responsive elements 

HIV human immunodeficiency virus 

IBD chronic inflammatory bowel disease 

ICAM intercellular adhesion molecule 

ICI immune checkpoint inhibitor 

IGF insulin-like growth factor 

IL-2/6 interleukin-2/6 

ITG integrin 

Jak Janus kinase 

JNK c-Jun N-terminal kinase 

Lgr5 leucine-rich repeat-containing G-protein coupled receptor 5 

MAPK mitogen-activated protein kinases 

MDSCs myeloid-derived suppressor cells 

MMP matrix metalloproteinase 

MMR mismatch Repair 

MSC mesenchymal stromal cells 

MSS microsatellite stability 

MSI microsatellite instability 

mTOR mammalian target of rapamycin 

NF-κB nuclear factor-kappa B 

PCAF P300/CBP-associated factor 

PDGF platelet-derived growth factor 

PD-1 programmed cell death protein 1 

PD-L1 programmed cell death protein ligand 1 

PI3K phosphatidylinositol 3-kinase 

PLC Phospholipase C 

PPPC1 serine/threonine-protein phosphatase PP1-gamma catalytic 

SDF-1 stromal-cell-derived factor 1 

α-SMA alpha-smooth muscle actin 

STAT signal transducer and activator of transcription 

TAM tumor associated macrophages 

TCGA the cancer genome atlas program 

TGF tumor growth factor 

TIC tumor-initiating cell 

TIMP tissue inhibitor of metalloproteinases 

TNF tumor necrosis factor 

TNM tumor, node, metastasis 

TTP tristetraprolin 

UTR untranslated transcribed region 

VEGF vascular endothelial growth factor 
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Summary  

 

 

CXCL12/CXCR4/CXCR7 axis plays a critical role in regulation of tumor growth and metastasis in colon cancer. 

1. Colon tumor cells express CXCR4 and CXCR7 receptors which expression is controlled by hypoxia, epigenetic events and/or 

transcription factors. 2. Upon genomic and epigenetic deregulation, normal colon epithelial cells will lose CXCL12 expression 

and will transform into tumor cells with the help of several types of cells, such as fibroblasts, cancer-associated fibroblasts 

(CAF), tumor-associated macrophages (TAM), mesenchymal stem cells (MSC) to participate to the formation of the tumor 

microenvironment.  3. A subset of CRC cells acquire the capacity to evade from the primary CRC, by morphological changes, 

migration through the ECM, vessel intravasation, survival in the circulation and extravasation to colonize distant organs like 

liver or lungs (4). In the liver, hepatic stellate cells (HSC) are present in a quiescent form but upon activation by cancer cells, 

they will secrete cytokines, growth factors, enzymes such as TGF-β, MMPs, TIMPs, interleukines (colored dots) to stimulate 

the proliferation, adhesion, and migration of cancer cells. In addition, activated HSC also secrete CXCL12 (pink dots) which 

activates CXCR4 on colon tumor cells, protecting them from apoptosis and promoting their invasion.  

In the lungs, the metastatic process is driven by different factors, the primary tumor-secreted IL-6 activated STAT3 in 

endothelial cells, which then induced the expression of HIF-1, VEGF, and the chemokine ligand 5 (CCL5). IL-6 also induced 

recruitment of MDSCs and macrophage polarization, which inhibits host immunity. 
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Le but de mon projet de doctorat a visé à définir le rôle de l’axe CXCL12/CXCR4/CXCR7 dans 

la migration et la dissémination de cellules tumorales coliques pour développer des métastases 

à distance, en partant de l’hypothèse que les cellules de la tumeur primaire dépourvues de 

l’expression de CXCL12 mais exprimant un niveau élevé de récepteurs, vont migrer dans les 

organes exprimant fortement CXCL12 pour former des métastases préférentiellement dans le 

foie et les poumons. 

Mes travaux ont porté sur trois objectifs : 

• Établir un modèle d’étude de cellules invalidées des gènes codant pour les récepteurs 

dans le but de mieux connaître le rôle respectif de chacun d’eux dans le développement 

de métastases dans le cancer colique. Pour cela, nous avons choisi de générer des 

cellules invalidées pour CXCR4 (Knock Out ou KO CXCR4), CXCR7 (KO CXCR7) et 

les deux récepteurs (double KO CXCR4/CXCR7), par la technologie CRISPR-Cas9, en 

ciblant l’exon 2 des cellules de la lignée colique humaine SW480, qui n’exprime pas 

CXCL12. Les clones générés ont été caractérisés sur le plan génomique, transcriptionnel 

et protéique pour valider la perte ou non de l’expression des récepteurs. 

• Étudier les conséquences fonctionnelles de la perte d’expression des récepteurs in vitro. 

Ces conséquences ont été évaluées à différentes étapes de la dissémination métastatique, 

à savoir la prolifération, la migration, l’invasion cellulaires et la migration trans-

endothéliale. Certains mécanismes moléculaires par lesquels les récepteurs 

interviennent dans ces processus ont également été étudiés.  

• Déterminer le rôle respectif de CXCR4 et de CXCR7 dans la dissémination métastatique 

du cancer colique in vivo. Cette partie du projet a visé à évaluer les conséquences de la 

perte d’expression des récepteurs sur la capacité des cellules à former une tumeur 

primaire dans le côlon et/ou des métastases dans le foie et les poumons, en réalisant des 

xénogreffes orthotopiques dans le caecum, ou en injectant les cellules dans la veine de 

la queue de souris immunodéficientes.
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Établissement d’un modèle de cellules invalidées 

pour les récepteurs CXCR4 et/ou CXCR7 

1. Préambule 

De nombreuses études ont rapporté que les récepteurs CXCR4 et CXCR7 de la chimiokine 

CXCL12 exprimés par un large panel de cancers, sont impliqués dans la progression des 

tumeurs et de la formation de métastases dans des organes à distance (Burns et al., 2006; 

Guillemot et al., 2012; Ma et al., 2016). Cependant, les nombreuses divergences quant aux rôles 

joués par chacun des récepteurs dans la dissémination métastatique, n’ont pas permis de préciser 

le rôle exact de chaque récepteur. 

Pour déterminer leur rôle respectif dans la dissémination métastatique du cancer colique, nous 

avons utilisé la technologie CRISPR-Cas9 (Ran et al., 2013) dans la lignée colique humaine 

SW480, pour générer des cellules invalidées pour CXCR4 (KO CXCR4), CXCR7 et CXCR4 

et CXCR7 (double KO CXCR4/CXCR7) par excision de l’exon 2. 

Le gène de chaque récepteur est composé de deux exons où l’exon 2 correspond à la région 

codante. L’excision a été réalisée à l’aide de deux ARN guides différents, qui permettent à 

l’endonucléase Cas9 d’exciser la quasi-totalité de l’exon 2 codant pour les deux récepteurs.  

De ce fait, le ciblage doit entrainer la perte de la majorité des acides aminés (336/356 acides 

aminés) avec seulement les cinq (5) premiers acides aminés restants (MEGIS) spécifiques de la 

forme B non épissée du récepteur CXCR4. Pour CXCR7, l’excision induite par la Cas9 doit 

conduire à la perte totale du gène et donc de la protéine puisqu’elle correspond à la traduction 

intégrale de l’exon 2 (362 acides aminés).  

Par ailleurs, parmi les clones générés, trois clones ont été sélectionnés et caractérisés sur le plan 

génomique, transcriptionnel et protéique pour vérifier l’invalidation des gènes codant pour les 

récepteurs. 

2. Matériels et méthodes 

 Invalidation des récepteurs par la technique CRISPR-Cas9 

Dans le but de générer des cellules invalidées pour l’un ou les deux récepteurs, nous avons 

utilisé la technique CRISPR-Cas 9 pour cibler l’exon 2 codant chacun des récepteurs à partir 

de la lignée colique humaine SW480. 

La production des clones invalidés pour CXCR4 et/ou CXCR7 a été effectuée par une ancienne 
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Figure 19. Mécanisme d'action de l’immunité adaptative bactérienne par le système CRISPR-Cas9. 

En présence d’un virus/ plasmide, la bactérie fragmente l'ADN pour intégrer un fragment "spacer" dans son 

génome sur le CRISPR Array (étape d‘acquisition). Lors d'une réexposition, l'ADN envahissant est maturé 

en crRNA (l'étape d'expression). Ce crRNA sert de guide au complexe formé par l'ARNg et la nucléase Cas9, 

pour interférer avec l'ADN envahissant, et entrainer sa dégradation (étape d'interférence). D’après Carnegie 
Institution for Science, 2016. 

 

 

Figure 20. Composition du système CRISPR-Cas9. 

Le système CRISPR est composé d'un ARNg spécifique à la séquence ciblée et d'une endonucléase Cas9 qui 
induit la cassure double brin de l'ADN cible en amont des séquences PAM (rouge). L'ARNg est formé d'une 

séquence conservée (vert) qui permet l'échafaudage entre l'ARNg et une séquence variable spécifique (jaune) 

qui correspond à la séquence ciblée. D'après Doudna et Charpentier, 2014. 
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doctorante du laboratoire (Radhia Benbrika - Thèse soutenue en 2018) avant que j’intègre 

l’équipe.  

2.1.1. Principe de la technique CRISPR-Cas9  

Initialement découvert comme système immunitaire adaptatif des bactéries et des archées face 

aux infections par des virus ou des acides nucléiques exogènes (Figure 19) (Barrangou et al., 

2007; Horvath and Barrangou, 2010; Makarova et al., 2015), la majorité de ces organismes ont 

développé ce système de défense, qui est l’équivalent du mécanisme de l’ARN interférence 

chez les eucaryotes. Depuis, le système CRISPR-Cas9 pour Clustered Regularly Interspaced 

Short Palindromic Repeats, a été adopté comme technique de la génétique, pour modifier, 

inactiver, corriger des gènes ou même moduler leur expression de manière spécifique (Doudna 

and Charpentier, 2014).  

Le système CRISPR-Cas9 est composé d’un ARN guide (ARNg), lui-même constitué de 

l’ARNcr (crRNA ou CRISPR RNA) et de l’ARNtracr (tracrRNA ou trans-activating crRNA) qui 

sert d’échafaudage dans la liaison de l’ARNcr à l’endonucléase Cas-9. Ainsi, cette nouvelle 

technologie est basée sur sa capacité d’insérer ou d’enlever avec précision par le mode 

‶rechercher-couper-coller″, après reconnaissance par homologie, de la séquence d’intérêt grâce 

à l’ARNcr qui permet à la Cas9, d’induire une cassure double-brin de l’ADN, trois nucléotides 

en amont de la séquence PAM (Proto-spacer Adjacent Motif) (Figure 20). Les séquences PAM 

sont des séquences de 3 à 5 nucléotides localisées en amont de la séquence ciblée et elles sont 

requises pour sa reconnaissance par le complexe ARNg-Cas9. Cette séquence change en 

fonction de la source de la nucléase Cas9. Par exemple, la Cas9 de Streptococcus pyogenes 

reconnait spécifiquement le motif NGG (tout nucléotide, guanine, guanine) (Tremblay, 2015). 

Après la cassure dans l’ADN, deux mécanismes de réparation de l’ADN peuvent être utilisés 

par la cellule (Figure 21). Soit le système de recombinaison non-homologue (Non-Homologous 

End Joining (NHEJ)), où la réparation se fait en joignant les deux extrémités de manière 

aléatoire, induit des erreurs de décalage du cadre de lecture qui conduisent à une inactivation 

du gène. Soit par une réparation par recombinaison homologue directe (Homology Directed 

Repair (HDR)) qui n’est possible que lors d’une insertion de séquence d’ADN ou d’un gène 

entier. Par ailleurs, cette séquence à insérer appelée ADN donneur, doit contenir de part et 

d’autre, des séquences homologues (50-200 bp) à la séquence ciblée (Ran et al., 2013). Par 

conséquent, les produits de recombinaison souhaitée doivent être analysés pour valider le taux 

d’efficacité par séquençage. 
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Figure 21. Mécanismes de réparation double-brin dans le système CRISPR-Cas9. 

Après la cassure double brin dans l'ADN par Cas9, deux systèmes de réparation de l’ADN sont possibles. 

Soit une réparation par jonction des extrémités non homologues (NHEJ), de façon aléatoire, entraînant des 

erreurs et une mutation inactive du gène. Soit par recombinaison homologue (HDR) lors de l’insertion d'une 

séquence ou d'un gène. La séquence de l'ADN à ajouter (donneur) doit être flanqué aux deux extrémités de 

séquences homologues à celles de l'ADN pour permettre la recombinaison. D’après Ran et al., 2013. 

 

 

Amorces des ARNg Séquences (5’-3’) 

ARNg1_ CXCR4_Sens GTTAATGCTTGCTGAAT 

ARNg1_ CXCR4_Antisens ATTCAGCAAGCATTAAC 

ARNg2_ CXCR4_ Sens GCTAACACAGATGTAAAA 

ARNg2_ CXCR4_ Antisens TTTTACATCTGTGTTAGC 

ARNg1_ CXCR7_ Sens CAGAACGATGGATCTGCA 

ARNg1_ CXCR7_ Antisens TGCAGATCCATCGTTCTG 

ARNg2_ CXCR7_ Sens CACCAAATGATCTGCCC 

ARNg2_ CXCR7_ Antisens GGGCAGATCATTTGGTG 

 
Tableau 2. Séquences des deux ARN guides. 

Amorces utilisées pour cibler l’exon 2 codant pour les gènes de CXCR4 et de CXCR7 dans la technique 

CRISPR-Cas9. 
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2.1.2. Méthodologie de la technique CRISPR-Cas9 par Radhia Benbrika 

(Thèse 2018) 

Dans le projet, pour procéder à l’invalidation spécifique des gènes de CXCR4 et/ou CXCR7, 

deux ARNg différents (Tableau 2) ont été utilisés ciblant des séquences dans l’exon 2 codant 

de chaque récepteur. Ce ciblage permet d’enlever des séquences qui correspondent à la majorité 

de cet exon.  

Les séquences des ARNg ont tout d’abord été clonées dans des plasmides d’expression flanqués 

des deux côtés des gènes correspondants, de même que le gène de la Cas9. Les vecteurs obtenus 

ont été ensuite amplifiés dans des bactéries compétentes (Top10) avant de transfecter 4.105 

cellules de la lignée SW480, ensemencées 24 h plus tôt et incubées pendant 48 h avec les 

transfectants. En parallèle, deux plasmides contrôles qui témoignent de l’entrée des plasmides 

ont été utilisés. Ce sont des plasmides exprimant la Cas9 fusionnée à la Green Fluorescent 

Protein (GFP) pour les cellules ayant reçu les plasmides des ARNg dirigés contre CXCR4 (KO 

CXCR4) ou à la mCherry pour les cellules dans lesquelles CXCR7 a été ciblé (KO CXCR7) et 

d’un plasmide contrôle négatif n’exprimant que les deux ARNg et la Cas9. 48 h après la 

transfection, une sélection avec les antibiotiques spécifiques à chaque plasmide est réalisée et 

au bout de 48 h post-sélection, les clones obtenus sont triés en fonction de l’expression de ces 

protéines fluorescentes. 

2.1.3. Tri cellulaire 

À mon arrivée au laboratoire, j’ai commencé à travailler sur qautre (4) des clones cellulaires 

générés et sélectionnés préalablement en fonction des données génomiques préliminaires. Les 

cellules de ces clones ont été triées à raison d’une cellule/puits, sur la base de la présence ou 

pas de l’expression protéique afin d’isoler spécifiquement les différentes populations knock-out 

pour l’un ou les deux récepteurs, le tri étant réalisé en collaboration avec Claudine EBEL sur la 

plateforme du tri cellulaire à l’Institut de Génétique et de Biologie Moléculaire et Cellulaire 

(IGBMC) à Strasbourg. 

 Lignée et culture cellulaire 

La lignée colique humaine SW480 sauvage (SW480 WT) provient de l’ATCC (American Type 

Culture Collection). Les cellules SW480 WT et des clones générés (Clone 9-1, Clone 9-3, 

Clone 30-3) sont cultivés dans du milieu Dulbecco Modified Essential Medium (DMEM 4,5 

g/L, Dutcher/Gibco) supplémenté de 10% de sérum de veau fœtal inactivé (SVF), avec 100 

U/mL et 100 μg/mL de pénicilline/streptomycine (Dominique Dutcher/Gibco) et maintenus  
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Amorces de PCR génomique Séquences (5’-3’) 

CXCR4_Fwd1 TGGGGAGGAGAGTTGTAGGATT 

CXCR4_Fwd2 GAAACCCTCAGCGTCTCAGT 

CXCR4_Fwd3 GTTGGCTGCCTTACTACATTGG 

CXCR4_Rev1  GAAGCATGACGGACAAGTACAG 

CXCR4_Rev2 TTGCTGTATGTCTCGTGGTAGGA 

CXCR4_Rev3 CTGTAGAAAAGGGAACTGAAC 

CXCR7_Fwd1 GCCCCTGTACTGTGTTGATTTC 

CXCR7_Fwd2 CATCTTCTCCATCCTGCACTACAT 

CXCR7_Fwd3 GCCTTGGAAAAGCATTTTTG 

CXCR7_Rev1 CCACAGGCTATGACACGCA 

CXCR7_Rev2 GTCAGAGCCAGCTGAGGACA 

CXCR7_Rev3 TATTGTTTGGGAGGCATAGTGC 

 

Tableau 3. Séquences des amorces en PCR génomique. 

Amorces utilisées lors de la validation de l’excision de l’exon 2 des récepteurs CXCR4 et CXCR7. 

Fwd = Forward ; Rev = Reverse. 
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dans une atmosphère humide à 37°C et 5% de CO2. 

 Caryotypage  

Le caryotype des cellules SW480 WT a été réalisé sur la plateforme de Cytogénétique de 

l’Hôpital de Hautepierre, en collaboration avec le Dr. Carine GERVAIS, à partir de 5.105 

cellules dans 5 ml de Phosphate-Buffered Salin 1X (PBS).  

 Validation de l’excision du gène des récepteurs 

2.4.1. Extraction et purification de l’ADN génomique des cellules 

L’ADN est extrait de 5.106 cellules après rinçage au PBS 1X puis l’ajout de 200 μl de tampon 

ATL et 20 μl de protéinase K (Kit Qiagen). La purification se fait sur une colonne de silice 

suivant le protocole de QIAamp DNA Mini and Blood Mini Handbook Kit (Qiagen) et l’ADN 

est récupéré dans un volume d’élution de 200 μl d’eau ultrapure. Le dosage des échantillons est 

ensuite réalisé par lecture spectrophotométrique avec le NanoDrop 1000 (Thermo Fisher 

Scientific).   

2.4.2. PCR génomique ou réaction de polymérisation en chaine et 

électrophorèse sur gel d’agarose 

Les amplifications par réaction de polymérisation en chaine ou PCR (Polymerase Chain 

Reaction) des fragments de l’exon 2 des gènes codant pour CXCR4 et CXCR7 sont réalisées 

avec 20 ng d’ADN de chaque type cellulaire, 0,5 μM de couples d’amorces spécifiques (sens 

et anti-sens) (Tableau 3) et un mix de PCR du kit Taq DNA Polymerase Recombinant 

(Invitrogen) pour un volume réactionnel final de 50 μl. Le programme utilisé est de : 3 min à 

94°C, 40 cycles de 45 s à 94°C, 30 s à 55°C, 2,5 min à 72°C et 10 min à 72°C, avec le système 

MyCycler™ Thermalcycler (Biorad).  

Les produits de PCR sont analysés après migration sur un gel d’agarose (1%) dans du Tris-

Acétate-EDTA (TAE, 0,5X) avec 500 pg/μl de bromure d’éthidium (BET, Eurobio). Les 

résultats sont analysés sous UV avec le système Alphamager Mini (Protein simple). 

Pour confirmer les résultats obtenus des amplifications, les ADN extraits des cellules sont 

ensuite envoyés au séquençage par la technique de Sanger chez GATC Biotech.  

Mix PCR Invitrogen : Tampon PCR 1X, 1,5 mM MgCl2, 0,2 mM dNTP, 2.5 U Taq DNA 

polymerase (Invitrogen). 

2.4.3. Séquençcage ciblé par capture 

Le séqueçage ciblé par capture a été réalisé en collaboration avec Bernard JOST et Stéphanie 
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LE GRAS sur la plateforme GenomEast à l’IGBMC. Ce séquençage porte sur la région 

couvrant tout l’exon 2 des deux gènes de CXCR4 et CXCR7 pour détecter avec précision la 

présence ou pas, de l’excision des séquences ciblées. Le principe de cette technique repose sur 

la capture de fragments d’ADN des régions d’intérêt, qui sont capturés par hybridation à des 

sondes complémentaires spécifiques de ces régions. Dans notre projet, la capture a été réalisée 

en solution attachées à des billes magnétiques, et après le lavage et élution, les fragments 

d’intérêts sont séquencés par séquençage de nouvelle génération (NGS ou Next Generation 

Sequencing). 

 Validation de la perte d’expression transcriptionnelle des récepteurs par RT-

qPCR 

2.5.1. Extraction des ARN totaux 

Les ARN totaux sont extraits des cellules après une lyse avec 800 μl de Trizol (TRI Reagent®, 

Molecular Research Center Inc.). Au lysat, sont ensuite rajoutés 200 μl de chloroforme et laissé 

incuber pendant 15 min à température ambiante. La phase aqueuse est récupérée (~ 300 μl) par 

centrifugation à 12 000 g pendant 15 min à 4°C et les ARN sont précipités avec de l’isopropanol 

après une incubation de 10 min à température ambiante. Une centrifugation à 12 000 g pendant 

8 min à 4°C est réalisée et les culots sont rincés 3 fois à l’éthanol 75% par une centrifugation 

de 7 500 g pendant 5 min à 4°C. Ensuite, les ARN séchés sont dissous dans de l’eau ultrapure 

(volume adapté à la taille du culot) et la concentration des échantillons est déterminée au 

NanoDrop. Ils sont ensuite conservés à -80°C avant leur utilisation pour la transcription inverse. 

2.5.2. Transcription inverse (Reverse transcription (RT)) 

Un microgramme d’ARN totaux est rétro-transcrit en ADN complémentaire (ADNc) simple 

brin avec la transcriptase inverse SuperScript III avec le kit SuperScript™ VILO™ cDNA 

Synthesis (Invitrogen) dans un volume réactionnel final de 20 μl selon le programme : 10 min 

à 25°C, 60 min à 42°C et 5 min à 85°C avec le système MyCycler™ Thermalcycler (Biorad).  

Mix réactionnel de RT : Mix VILO™ 1X (amorces aléatoires, dNTP, MgCl2) et un Mix 

Enzyme SuperScript™ 1X (SuperScript III, inhibiteur de RNase, protéine helper). 

2.5.3. PCR quantitative (qPCR) pour l’expression des transcrits 

La PCR est réalisée avec 2 μL d’ADNc dilué au 1/5 dans de l’eau ultrapure, 0,5 μM ou 0,3 μM 

des amorces de chaque gène (Tableau 4) et d’un Master Mix QuantiTect SYBR Green PCR 1X 

(Qiagen) pour un volume final de 20 μl. Les réactions sont réalisées suivant le programme : 15  
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Gènes Séquences (5’-3’) 

CXCR4 

 

nd – Ref QuantiTect, Qiagen – QT00223188 

CXCR7 

 

nd - QuantiTect, Qiagen – QT00069650 

TBP 

 

nd – QuantiTect Qiagen – QT00069650 

E-Cadhérine 

 

TACACTGCCCAGGAGCCAGA 

TGGCACCAGTGTCCGGATTA 

Vimentine TGAGTACCGGAGACAGGTGCAG 

TAGCAGCTTCAACGGCAAAGTTC 

Fibronectine TGCCTTGCACGATGATATGGA 

CTTGTGGGTGTGACCTGAGTGAA 

SNAIL GACCACTATGCCGCGCTCTT 

TCGCTGTAGTTAGGCTTCCGATT 

SLUG ATGCATATTCGGACCCACACATTAC 

AGATTTGACCTGTCTGCAAATGCTC 

ZEB1 GAAAGTGATCCAGCCAAATGGAA 

TTTGGGCGGTGTAGAATCAGAG 

ZEB2 AAATGCACAGAGTGTGGCAAGG 

CTGCTGATGTGCGAACTGTAGGA 

MMP-2 CACTTTCCTGGGCAACAAAT 

CCTGGTCAGGGCAGAAGC                                                                                                                                                                                                                                                   

MMP-9 CAACTACGACCGGGACAAGC 

GTGGTAGCGCACCAGAGG 

MT1-MMP-14 GGAACCCTGTAGCTTTGTGTCTGTC 

TGAGGGTCCTGCCTTCAAGTG 

TIMP-2 GCGTTTTGCAATGCAGATGT 

CTTCTCAGGCCCTTTGAACAT 

Intégrine α5 TGCTGACTCCATTGGTTTCACAG 

TCTCTCTGCAATCCTCTCGAGC 
 

Intégrine αV AGGTGCCTACGAAGCTGAGC 

AAGGCTTCATTGTTTCGGACA 
 

Intégrine β1 TGTAACCAACCGTAGCAAAGGA 

CCCTGATCTTAATCGCAAAAC C 
 

Tableau 4. Amorces (sens et antisens) utilisées pour analyser l’expression des gènes par RT-qPCR. 

n.d : non définie. 

 



 

- 95 - 

 

min à 95°C, 40 cycles de 15 s à 94°C, 30 s à 55°C et 30 s à 72°C, avec le système LightCycler® 

480 Instrument II (Roche). À la fin de chaque cycle, la fluorescence est mesurée et utilisée pour 

la quantification relative par la méthode de 2-ΔΔCt, avec le gène de la Tata box Binding Protein 

(TBP, Qiagen) utilisé comme gène de référence afin de normaliser les résultats par rapport à la 

quantité d’ADN initialement utilisée. Le calibrateur est défini selon le type d’expérience. 

Mix PCR QuantiTect SYBR Green 2X Qiagen : ADN Polymérase HotStarTaq®, tampon 

QuantiTect SYBR Green PCR, dNTP, incluant dUTP, SYBR Green I, ROX™ passive 

reference dye, 5 mM MgCl2.  

 Validation de la perte d’expression protéique des récepteurs  

2.6.1. Western blot  

2.6.1.1. Extraction des protéines totales 

Pour extraire les protéines, le tampon de lyse contenant le détergent NP-40 est ajouté sur les 

cellules dont le volume est adapté en fonction de leur confluence. Les lysats sont ensuite 

soniqués pendant 10 min à 4°C (cycles de 30 secondes ON et 30 secondes OFF) dans un bain 

à ultrasons pour rompre les membranes et centrifugés à 13 000 rpm pendant 15 min à 4°C. Les 

protéines totales obtenues dans le surnageant sont dosées selon la méthode colorimétrique de 

Bradford par mesure de l’absorbance à 595 nm au spectrophotomètre BertholdTech TriStar2.  

Tampon de lyse NP-40 : 50 mM Tris-Cl pH 8, 150 mM NaCl, 2% NP-40, ¼ de pastille 

d’inhibiteurs de protéases MiniComplete (Sigma-Aldrich). 

2.6.1.2. Électrophorèse, transfert et détection des protéines spécifiques 

Les protéines totales (40 μg) sont séparées sur un gel de polyacrylamide avec un gradient de 

réticulation de 4 à 20% (Biorad, #4561094) en condition dénaturante ou Sodium Dodecyl 

Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) et transférées sur des membranes de 

polyfluorure de vinylidène (PVDF, Amersham, #10600021) selon les instructions du 

fournisseur dans un système de transfert semi-sec au Transblot (Trans-Blot® Turbo™ Transfer 

System, Biorad). 

Après le transfert, les membranes sont saturées avec 5% de lait demi-écrémé (Blotting-Grade 

Blocker, Biorad, #1706404) dans du PBS 1X pendant 1 h à température ambiante sous agitation. 

Elles sont ensuite lavées 3 fois pendant 5 min au PBST 0,1 % (PBS 1X Tween 20 à 0,1%) et 

incubées sur la nuit à 4°C sous agitation avec les anticorps primaires dilués dans 5% de lait 

dans du PBS 1X  (Tableau 5). Après 3 lavages au PBST 0,1% les membranes sont incubées   



 

- 96 - 

 

Anticorps Dilution Références 

Rat anti-CXCR4 1/1000 Invitrogen, #14-9991-82 

Lapin anti-CXCR7 1/1000 Abcam, #138509 

Souris anti-actine 1/15000 Millipore, #MAB1501 

Souris anti-Rac1 1/500 Biochem, #ARC03 

Lapin anti-Phospho-Akt (Ser473) 1/2000 Cell signaling, #406 

Lapin anti-Akt total 1/2000 Cell signaling, #9272 

Souris anti-Phospho-p44/42 MAPK 

(Erk1/2) (Thr202/Tyr204) 

1/2000 Cell signaling, #9106 

Lapin anti-p44/42 MAPK (Erk1/2) 

total 

1/2000 Cell signaling, #9102 

Lapin anti-Intégrine α5 1/1000 Cell signaling, #98204S 

Lapin anti-Intégrine β1 1/1000 Millipore, #AB1952 

Cheval anti-lapin-HRP 1/10000 Cell signaling, #7074 

Chèvre anti-souris-HRP 1/10000 Cell signaling, #7076 

Chèvre anti-rat-HRP 1/50000 Cell signaling, #7077 

Tableau 5. Liste des anticorps utilisés en western blot. 

 

Anticorps Dilution Références 

Rat anti-CXCR4 1/200 Invitrogen, #14-9991-82 

Lapin anti-CXCR7 1/100 Diagomics/GeneTex, #GTX100027 

Lapin anti-Paxilline-Phosphorylée 

(Y31) 

1/250 Abcam, #4832 

Lapin anti-ZO-1 1/100 ThermoFisher, #40-2200 

Lapin anti-E-Cadhérine 1/100 Invitrogen, #13-1900 

Chèvre anti-lapin-Alexa488 1/1000 ThermoFisher, #A-11034 

Chèvre anti-rat-Alexa488 1/1000 ThermoFisher, #A-11006 

Chèvre anti-rat-Cy3 1/1000 ThermoFisher, #A10522 

Tableau 6. Liste des anticorps utilisés en immunofluorescence. 
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pendant 1 h à température ambiante avec les anticorps secondaires couplés à la peroxydase de 

raifort (HRP ou HorseRadish Peroxidase) (Tableau 5) dilués au 1/10 000 dans 5% de lait dans 

du PBS 1X. La révélation se fait par chimioluminescence sur un film photographique 

(Amersham, #28-9068-37) à l’abri de la lumière, par le système ECL (Amersham, #RPN2106). 

Pour la détection de CXCR4, l’ECL Prime (Amersham, #RPN2232) est utilisé à une dilution 

au 1/50 000 pour l’anticorps secondaire et 6 lavages de 5 min au PBST 0,1% à température 

ambiante avant la détection. À la fin, la normalisation des protéines par rapport à l’actine, 

protéine de référence, est réalisée grâce au logiciel ImageJ. 

2.6.2. Immunofluorescence 

Les cellules sont ensemencées à 5.104 cellules dans des chambres de culture en verre de 8 puits 

(Lab-Tek™ II Chamber Slide™). À 80% de confluence, elles sont rincées 3 fois avec du PBS 

1X et fixées pendant 20 min avec 4% de paraformaldéhyde (PFA). Après 3 lavages de 10 min 

au tampon de lavage PBS Triton 0,1%, les cellules sont saturées avec 5% de Normal Goat 

Serum (NGS) ou de Normal Donkey Serum (NDS) (selon la source de l’anticorps primaire) dans 

du tampon de lavage et incubées avec les anticorps primaires (Tableau 6) dilués dans du PBS 

Triton 0,1% pendant toute la nuit à 4°C (Triton 0,3% pour les autres protéines). Les cellules 

sont ensuite lavées 3 fois pendant 10 min et les anticorps secondaires couplés à un fluorochrome 

sont ajoutés (Tableau 6). Après 1 heure d’incubation à l’obscurité et 2 lavages de 10 min, les 

noyaux sont marqués 5 min avec du DAPI (4',6-diamidino-2-phénylindole) dilué au 1/20 000 

dans du PBS 1X. Les cellules sont lavées 2 fois au PBS 1X et les lames sont montées sous 

lamelle grâce au liquide de montage Aqua-Poly/Mount (Polysciences). Les marquages sont 

visualisés avec un microscope à fluorescence ApoTome.2 (Zeiss). 

2.6.3. Expression membranaire des récepteurs par cytométrie en flux 

Les cellules sont mises en suspension et après une centrifugation à 1 000 rpm pendant 5 min à 

température ambiante et 1.106 cellules sont reprises dans 80 µl d’un tampon de blocage avant 

d’ajouter 20 µl du réactif FcR blocking reagent (Miltenyi Biotec, #130-059-901), réactif qui 

bloque la liaison des anticorps aux récepteurs Fc (FcR). Les cellules sont ensuite incubées avec 

10 µl d’un anticorps anti-CXCR4-couplé à l’APC (Allophycocyanine) et/ou anti-CXCR7-

couplé au PE (Phycoérythrine) ou de leurs isotypes contrôles (Tableau 7) pendant 20 min à 4°C 

ou sur glace, à l’abri de la lumière. Les cellules sont rincées avec 500 µl de tampon de blocage 

des FcR et centrifugées à 300 g pendant 10 min à température ambiante. Elles sont reprises 

directement dans 300 µl de DAPI (1/40 000) dilué dans du PBS 1X et filtrées sur un tamis ayant 

des pores de 70 µm (Cell strainer Falcon, #352350), avant de les passer au cytomètre BD LSR-  
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Anticorps Références 

Souris anti-CXCR4 couplé à l’APC R&D, #FAB170A 

Souris anti-CXCR7/RDC-1 couplé au PE R&D, #FAB4227P-100 

Souris anti-IgG2A couplé à l’APC R&D, #IC003A 

Souris anti-IgG1 couplé au PE R&D, #IC002P 

Tableau 7. Liste des anticorps utilisés en cytométrie en flux. 

 

Figure 22. Schémas représentatifs des gènes de CXCR4 et CXCR7 et localisation des ARNg 1 et 2 et 

des couples d’amorces utilisés pour la PCR génomique. 

Selon les couples utilisés, il sera possible de détecter une excision de l’exon 2. Avec les amorces (triangle 

noir) il n’y aura pas d’amplification si l’exon 2 a été excisé. De même, les amorces (triangle vert) permettront 

d’amplifier des fragments plus courts si l’exon 2 a été excisé, Fwd : Forward. Rev : Reverse.  
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Figure 23. Recherche de l’excision de l’exon 2 codant pour CXCR4 et CXCR7. 

Amplification par PCR génomique avec quatre couples d’amorces dans les cellules des Clone 9-1, Clone 9-

3 et Clone 30-3 pour CXCR4 (A) et pour CXCR7 (B). Pour CXCR4, les amplicons de l’exon 2 normal sont 

détectés avec les amorces (Fwd1+Rev2), (Fwd1+Rev3), (Fwd2+Rev1) et (Fwd3+Rev2). Pour CXCR7, les 

amplicons de l’exon 2 normal sont détectés avec les amorces (Fwd1+Rev1), (Fwd2+Rev2), (Fwd3+Rev2) et 

(Fwd3+Rev3) tandis que les fragments de taille courte issus de l’exon 2 excisé sont détectés avec les amorces 

(Fwd3+Rev2) et (Fwd3+Rev3). pb : paires de bases. Fwd : Forward. Rev : Reverse.  
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Fortessa™ X-20. Les analyses sont réalisées avec le logiciel BD FacsDiva.  

Tampon de blocage : 500 mM d’EDTA pH8 (Ethylène diaminetétraacétique) dans du PBS 1X. 

 Analyses statistiques 

Les données sont représentées sous la forme moyenne ± SEM (Erreur Standard de la Moyenne) 

et la détermination des p-values a été réalisée avec le logiciel GraphPad Prism 5. Les 

comparaisons statistiques de deux groupes sont réalisées par le test non paramétrique de Mann-

Whitney U.  

3. Résultats 

 Caractérisation génomique des clones invalidés pour les gènes codant pour 

CXCR4 et/ou CXCR7 

Pour valider l’excision de l’exon 2 de chacun des récepteurs, nous avons amplifié des fragments 

de l’ADN génomique extrait des cellules SW480 WT et des trois clones générés, en réalisant 

une PCR avec quatre couples d’amorces positionnées de part et d’autre de la région ciblée par 

l’excision (Figure 22). Dans le cas d’une excision, il n’y aura pas de fragment génomique 

amplifié ou des produits de PCR de taille réduite.  

Pour CXCR4, chaque couple d’amorces ciblant l’exon 2 a permis la production d’amplicons de 

taille attendue de 1468 pb (Fwd1+Rev2), 1489 pb (Fwd1+Rev3), 491 pb (Fwd2+Rev1) et 553 

pb (Fwd3+Rev2) dans les cellules SW480 sauvages (Figure 23A). Cependant, ces amplicons 

sont également détectés dans les trois clones (Clone 9-1, Clone 9-3 et Clone 30-3) (Figure 23A). 

De même, aucun amplicon n’est détecté avec les deux couples d’amorces choisies 

(Fwd1+Rev3) et (Fwd1+Rev2) pour n’amplifier que l’ADN excisé (Figure 23A), suggérant que 

le système CRISPR-Cas9 n’a pas excisé l’exon 2 du gène codant pour CXCR4. 

Comme pour CXCR4, des amplicons de 590 pb (Fwd1+Rev1), 521 pb (Fwd2+Rev2), 1464 pb 

(Fwd3+Rev2) et 1628 pb (Fwd3+Rev3) ciblant l’exon 2 normal de CXCR7 sont retrouvés dans 

les cellules SW480 WT mais également dans les trois clones (Figure 23B). Par contre, dans le 

Clone 30-3, les deux couples d’amorces (Fwd3+Rev2) et (Fwd3+Rev3) produisent 

respectivement des amplicons de tailles réduites (367 pb et 531 pb), indiquant une excision de 

l’exon 2 de CXCR7 par la nucléase Cas9 au niveau des sites de reconnaissance de chacun des 

ARNg (Figure 23B). Dans le but de confirmer les résultats de la PCR génomique, l’ADN de 

chaque type cellulaire a été séquencé par la technique de Sanger par la société GATC Biotech 

(Eurofins Scientific). Les résultats confirment l’absence de l’excision de l’exon 2 codant pour   
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Figure 24. Graphes de la détection de l’excision effectuée par CRISPR-Cas9 lors du séquençage par 

capture du gène de CXCR4 et de CXCR7. 

Le graphe en haut représente la région ciblée et le graphe en bas représente des potentielles insertions ou 

délétions dans les clones par rapport à SW480 WT lorsque le log2 du ratio est positif ou négatif 

respectivement. Pour CXCR4, tous les clones (Clone 9-1, Clone 9-3, Clone 30-3) présentent une délétion 

dans la moitié des allèles d’une grande région allant au-delà de la localisation du gène. Pour CXCR7, la 

délétion partielle de la région ciblée n’est observée que dans le Clone 30-3.  
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CXCR4 dans les trois clones et dans les Clone 9-1 et Clone 9-3 pour CXCR7 (résultats non 

montrés). Cependant, dans le Clone 30-3, les profils de séquençage du gène de CXCR7 

révèlent une coupure au site de reconnaissance de l’ARNg1 (séquence PAM) et en aval de cette 

zone, des séquences identiques à celles des cellules SW480 WT. Par contre, les séquences 

localisées en amont du site de coupure de l’ARNg1 sont différentes de celles présentes dans les 

cellules SW480 WT (résultats non montrés) et ne correspondent pas à la séquence génique du 

chromosome 2 en amont de l’ARNg1. Ces résultats suggèrent qu’il y a eu une excision dans 

l’exon 2 de CXCR7, mais le fragment excisé semble s’être recombiné sur un autre chromosome. 

Toutefois, cette délétion ne touche pas tous les allèles puisque l’exon 2 normal est toujours 

présent.  

Dans l’optique de confirmer ces résultats complexes à interpréter, nous avons procédé à un 

séquençage ciblé, qui par opposition à la technique de Sanger, permet de séquencer tout l’exon 

2 à partir de l’ADN fragmenté puis de réaliser la capture spécifique de ses fragments avec un 

panel de sondes spécifiques. Ce séquençage permet également de mettre en évidence/détecter 

les évènements génétiques comme les SNV (Single Nucleotide Variant), les indels 

(insetions/délétions) ou des variants structuraux. Cette partie du projet a été réalisée en 

collaboration avec Bernard JOST et Stéphanie LE GRAS sur la plateforme GenomEast à 

l’IGBMC. 

Les données regroupées sous forme de graphes représentent le log2 du ratio des nombres de 

lectures ou « reads » par fenêtre de 15 nucléotides pour chaque clone sur le nombre de reads 

pour les cellules SW480 WT, couvrant 10 000 bp du gène codant pour CXCR4 et 50 000 bp 

pour CXCR7, régions dans lesquelles est situé l’exon 2 codant de chaque gène. Pour CXCR4, 

on retrouve les mêmes profils pour les trois clones montrant une délétion non seulement de la 

région encadrée par les deux ARNg (Figure 24), mais qui s’étend en amont et en aval de l’exon 

2. Cependant, cette délétion est partielle puisque qu’elle ne touche que la moitié des reads 

(Figure 24), indiquant une perte que de la moitié des allèles de CXCR4 dans les clones.  

Pour CXCR7, la seule délétion observée se trouve dans le Clone 30-3, avec à nouveau, une 

perte partielle des allèles, confirmant les résultats du séquençage de Sanger et de la PCR 

génomique (Figure 24). 

Ces analyses montrent que sur le plan génomique aucun des trois clones ne présentent 

d’excision dans l’exon 2 de CXCR4, mais ils se caractérisent par une délétion de la moitié des 

allèles. De manière similaire, une délétion partielle de CXCR7 n’est détectée que dans le Clone 

30-3.  
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Figure 25. Expression transcriptionnelle de CXCR4 et CXCR7 par RT-qPCR. 

Expression relative des ARNm codant pour CXCR4 (A) et CXCR7 (B) dans les Clone 9-1, Clone 9-3 et 

Clone 30-3 par rapport aux cellules SW480 WT. Les résultats représentent la moyenne ± SEM de 10 

expériences indépendantes. ***p<0,0001. 

 

Figure 26. Expression protéique de CXCR4 et CXCR7 par cytométrie en flux. 

Expression membranaire de CXCR4 (gauche) et de CXCR7 (droite) avec des anticorps spécifiques (couleur) 

ou de leurs isotypes contrôles (gris) dans les cellules SW480 WT et les Clone 9-1, Clone 9-3 et Clone 30-3. 

Les histogrammes représentent les analyses de 3 expériences indépendantes. 
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 Caractérisation transcriptionnelle de l’expression des récepteurs CXCR4 et/ou 

CXCR7 

Dans cette partie, il s’agit d’évaluer l’impact des invalidations géniques des récepteurs sur leur 

expression transcriptionnelle par RT-qPCR. Ainsi, les Clone 9-1 et Clone 9-3 dans lesquels une 

perte allélique de CXCR4 est observée, n’expriment plus les transcrits codant pour le récepteur 

(2% et 0,07% respectivement) en comparaison aux cellules SW480 sauvages (Figure 25A). 

Cependant, le Clone 30-3, qui a les mêmes caractéristiques génomiques, montre plutôt une forte 

diminution de l’expression de 73% des ARNm de CXCR4 (Figure 25A). De la même manière, 

les transcrits de CXCR7 ne sont pas exprimés dans le Clone 9-1 (seulement 7%) alors que leur 

niveau est très faible dans les Clone 9-3 et Clone 30-3 (11%) (Figure 25B).   

Ces résultats montrent une perte d’expression transcriptionnelle de CXCR4 et de CXCR7 dans 

tous les clones, ces données n’étant pas en accord avec les profils géniques.  

 Caractérisation protéique de l’expression des récepteurs CXCR4 et/ou CXCR7 

Afin de valider les conséquences de la perte transcriptionnelle sur l’expression protéique, des 

analyses par cytométrie en flux, western blot et immunofluorescence ont été réalisées.  

L’analyse par cytométrie en flux montre une perte d’expression membranaire de CXCR4 dans 

les Clone 9-1 et Clone 9-3 et une expression diminuée dans le Clone 30-3 en comparaison aux 

cellules sauvages (Figure 26) ; ces résultats étant en accord avec l’expression transcriptionnelle 

du récepteur (Figure 25A). À l’inverse, aucune diminution ni de perte d’expression 

membranaire de CXCR7 n’est observée dans les trois clones (Figure 26). En effet, le niveau de 

la protéine reste similaire dans les clones comme dans les cellules SW480 WT.    

La perte d’expression de CXCR4 dans les Clone 9-1 et Clone 9-3 et sa baisse dans le Clone 30-

3 a été confirmée par western blot (Figure 27A,C). De manière surprenante, l’expression de 

CXCR7 est respectivement 1,6 fois pour le Clone 30-3 à 2,8 et 3,6 fois plus élevée dans les 

Clone 9-1 et Clone 9-3 que dans les cellules SW480 WT (Figure 27B,D). 

L’immunofluorescence montre une expression membranaire de CXCR4 avec un marquage 

ponctiforme dans les cellules SW480 WT alors que dans les Clone 9-1 et Clone 9-3, cette 

expression est absente (Figure 28). Par contre, dans le Clone 30-3, CXCR4 reste exprimé que 

dans certaines cellules avec le même type de marquage ponctiforme comme dans les cellules 

SW480 WT (Figure 28).  

Ce résultat est cohérent avec la baisse d’expression observée en cytométrie en flux et en western 
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Figure 27. Expression protéique de CXCR4 et CXCR7 par western blot. 

Expression relative des récepteurs CXCR4 (A) et CXCR7 (B) dans les cellules SW480 WT et les Clone 9-1, 

Clone 9-3 et Clone 30-3. La quantification de l’intensité des bandes correspondantes est normalisée avec 

l’actine et rapportée aux cellules SW480 WT pour l’expression de CXCR4 (C) et de CXCR7 (D). Les 

résultats représentent la moyenne ± SEM de 4 expériences indépendantes. *p<0,05; ns: non significatif.  

  



 

- 106 - 

 

et indique la coexistence de deux populations de cellules, une exprimant toujours le récepteur 

et l’autre pas. Comme pour CXCR4, le marquage de CXCR7 est également ponctiforme mais 

uniquement dans les cellules SW480 WT. Dans les clones, le marquage est plutôt homogène à 

la membrane (Figure 28). De plus, le double marquage de CXCR4 et CXCR7 dans les cellules 

SW480 WT montre des cellules exprimant les deux récepteurs tandis que d’autres n’expriment 

que l’un ou l’autre des récepteurs (Figure 29).  

Ces données ensemble confirment la perte totale et partielle de l’expression de CXCR4 dans 

les clones. 

4. Discussion  

Le ciblage de l’exon 2 codant pour les récepteurs CXCR4 et CXCR7 par la technique CRISPR-

Cas9 dans la lignée colique humaine SW480 nous a permis de générer trois clones qui ne portent 

pas d’excision dans l’exon 2 de CXCR4, mais une perte de la moitié des allèles dans une région 

qui va au-delà de la région ciblée par les deux ARNg. Cependant, les conséquences de ces 

événements sont une perte d’expression transcriptionnelle et protéique du récepteur CXCR4 

dans les Clone 9-1 et Clone 9-3 et une perte partielle dans le Clone 30-3. 

Décrit pour sa spécificité à se fixer à l’ADN, le système CRISPR-Cas9 a permis aux chercheurs 

d’induire des modifications génétiques avec plus de précision et de rapidité que la technologie 

du ZFNs (Zinc Finger Nucleases) ou de TALENs (Transcription Activator-Like Effector 

Nucleases) (Gaj et al., 2013). Cependant, toutes ces méthodes peuvent cibler des séquences non 

désirées et générer des effets hors cibles ou off-target effects. 

Ainsi, dans les clones, l’absence de la délétion de la région ciblée dans l’exon 2 serait une 

conséquence d’un ciblage non spécifique par les ARNg, de séquences localisées hors de l’exon 

2 des gènes codant CXCR4 et CXCR7. En effet, l’outil CRISPR-Cas9 est décrit, pour générer 

un taux important de mutations hors cibles qui surviennent dans les zones dont la séquence est 

identique à celle des sites d’intérêt et ces effets peuvent parfois surpasser ceux de la mutagénèse 

induite dans les régions ciblées (Gupta and Musunuru, 2014). Le séquençage complet du 

génome aurait permis de mettre en évidence de tels effets hors cible. 

Cependant, il est également possible d’envisager que lors de l’invalidation du gène, une sous-

population de cellules déjà dépourvues de la moitié des allèles, ait été sélectionnée et par 

conséquent, la perte d’expression de CXCR4 serait une conséquence de cette perte allélique 

plutôt que de l’action de CRISPR-Cas9. Mais cette perte allélique bien que partielle, serait tout 

de même suffisante pour empêcher l’expression de CXCR4. 
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Figure 28. Expression protéique et localisation des récepteurs CXCR4 et CXCR7 par 

immunofluorescence. 

Marquage membranaire (vert) de CXCR4 et de CXCR7 dans les cellules SW480 WT et les Clone 9-1, Clone 

9-3 et Clone 30-3. Marquage du noyau au DAPI (bleu). Grossissement x40. 

 

Figure 29. Co-localisation des récepteurs CXCR4 et CXCR7 par immunofluorescence. 

Marquage membranaire de CXCR4 (rouge) et de CXCR7 (vert) dans les cellules SW480 WT. Marquage du 

noyau au DAPI (bleu). Grossissement x63. 
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À l’opposé pour CXCR7, étonnamment la présence de l’exon 2 non excisé dans deux des clones 

(Clone 9-1 et Clone 9-3) entraîne une perte d’expression du transcrit de CXCR7 mais maintient 

une expression protéique et ce niveau est supérieur à celui des cellules SW480 sauvages. Par 

contre dans le Clone 30-3, l’excision est partielle pour l’exon 2 et ne permet pas une expression 

transcriptionnelle mais conduit une expression protéique du récepteur à un niveau plus faible 

que dans les Clones 9-1 et Clone 9-3 non excisés de son exon 2. Il n’est pas simple de trouver 

une hypothèse à ces effets contradictoires.  

Une possibilité serait une différence de sensibilité de la lignée SW480 due à l’hétérogénéité des 

cellules tumorales, qui se manifeste en général par la polyploïdie (Melcher et al., 2000). Cette 

hypothèse est confortée par la découverte de trois caryotypes différents, montrant que la lignée 

contient au moins trois chromosomes 2, chromosome sur lequel sont localisés les gènes de 

CXCR4 et de CXCR7 (). En outre, cette polyploïdie peut réduire l’efficacité de la coupure 

induite par l’endonucléase Cas9. D’autre part, le recyclage constant de CXCR7 du cytoplasme 

à la surface cellulaire décrit dans la littérature (Luker et al., 2010), peut donc expliquer le 

maintien de son expression dans le Clone 30-3.    

L’absence de la perte d’expression de CXCR7 dans le clone excisé pour son exon 2 et 

l’impossibilité d’obtenir des cellules invalidées pour les deux récepteurs suggère que ce 

récepteur est impliqué dans la survie cellulaire. Des données in vivo chez la souris, montrent 

que l’invalidation génique de CXCR7 entraîne une létalité post-natale (Gerrits et al., 2008). Or 

l’invalidation de CXCR4 entraîne également une létalité en fin de gestation ou périnatale dans 

le modèle murin (Nagasawa et al., 1996). De ce fait, il est possible d’envisager que l’expression 

perdue de CXCR4 puisse être compensée par une augmentation d’expression de CXCR7 dans 

les Clones 9-1 et Clone 9-3 et par une augmentation moins importante dans le Clone 30-3, 

puisque la perte d’expression de CXCR4 n’est que partielle.  

Concernant la localisation des récepteurs, l’immunofluorescence indique un marquage 

ponctiforme associé à la membrane dans les cellules SW480 WT mais aussi dans certaines 

cellules du du Clone 30-3, venant conforter que dans ce clone, l’expression est diminuée. 

D’autre part, le double marquage de CXCR4 et CXCR7 dans les cellules SW480 WT montre 

que la co-localisation des deux récepteurs n’est pas fréquente et les cellules expriment plutôt 

l’un ou l’autre récepteur.  

5. Conclusion et perspectives 

En conclusion, nous avons montré par différentes techniques (PCR génomique, séquençage de 

Sanger et par capture) que parmi les clones générés après le ciblage de CXCR4 et/ou CXCR7,  
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deux présentent une perte d’expression du récepteur CXCR4 et un clone, une perte partielle de 

cette expression. Cependant, cette perte d’expression ne semble pas être une conséquence d’un 

effet de l’outil CRISPR-Cas9 utilisé pour invalider le gène de CXCR4. Dans ces clones, nous 

n’avons pas obtenu de perte d’expression de CXCR7, ni des deux récepteurs.  

Dans le but d’obtenir des cellules invalidées pour CXCR7, l’utilisation d’autres outils peut être 

envisagée. Une des pistes potentielles serait d’utiliser ou de tester des shRNA pour créer des 

cellules stables dans lesquelles l’expression de CXCR7 sera inhibée afin d’évaluer l’impact 

fonctionnel de la perte in vitro mais également in vivo sur les étapes de dissémination 

métastastique. Il faut noter également que lors du ciblage des gènes, aucun contrôle négatif n’a 

été réalisé à savoir les cellules transfectées avec un plasmide vide n’exprimant pas la Cas9 ou 

un plasmide exprimant un ARNg dépourvu de la région de reconnaissance du site spécifique 

(Ran et al., 2013). Afin de répondre à cette question, il sera concevable de réaliser ces contrôles. 
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Détermination des conséquences fonctionnelles de la 

perte d’expression des récepteurs in vitro  

1. Préambule  

La propagation tumorale dans des organes à distance est un mécanisme complexe qui requiert 

plusieurs étapes séquentielles (Lambert et al., 2017). Cette partie du projet vise à déterminer 

l’implication des récepteurs CXCR4 et CXCR7 dans cette dissémination métastatique. La 

question principale est d’identifier le rôle respectif de chaque récepteur dans chaque étape de 

la dissémination, à savoir, la prolifération cellulaire, le franchissement de la lame basale de la 

tumeur primaire, l’entrée dans la circulation sanguine par intravasation, la migration 

sanguine/lymphatique pour atteindre les organes cibles, l’extravasation et l’implantation locale.  

Etant donné que nous ne disposons que de clones présentant une perte totale/partielle 

d’expression de CXCR4, les résultats présentés sont focalisés sur le rôle spécifique de ce 

récepteur, tout en essayant de moduler l’activité de CXCR7 ou CXCL12. Nous avons donc 

évalué les conséquences fonctionnelles des niveaux d’expression de CXCR4 sur la 

prolifération, la migration, l’invasion et la migration trans-endothéliale (modèle 

d’extravasation) in vitro. 

2. Matériels et méthodes 

 Lignées et culture cellulaire 

La lignée endothéliale HUVEC ou Human Umbilical Vein Endothelial Cells est cultivée dans 

du milieu basal Endothelial Cell Growth Medium 2 (ECGM2) supplémenté avec un 

SupplementMix (PromoCell, #C-22011).  

Les cellules HUVEC, les cellules SW480 sauvages et les clones sont cultivés comme décrit 

dans la « Partie I - Lignées et culture cellulaire ».  

 Transfection cellulaire 

Les transfections ont porté sur les ARN interférents dirigés contre les ARNm des récepteurs ou 

les plasmides d’expression pour leur expression, selon le type d’expérience. 

2.2.1. Transfection des cellules par ARN interférence (siRNA) 

Les cellules SW480 WT sont transfectées deux fois avec 48 h d’intervalle afin d’augmenter 

l’efficacité de la transfection et en utilisant une combinaison de deux siRNA (Small Interfering 
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RNA ; Qiagen). La première transfection est effectuée par transfection directe en déposant le 

complexe de transfection-siRNA sur les cellules et la seconde par la méthode indirecte, en 

décollant les cellules pour les ensemencer sur le complexe de transfection. Ce dernier type de 

transfection est décrit pour forcer l’entrée du complexe dans les cellules. 

La lipofectamine (RNAimax Transfection Reagent, Invitrogen) est mélangée avec les siRNA 

spécifiques suivants : 40 nM du siRNA_Scramble ou siRNA_Contrôle (Eurogentec, #SR-

CL000-005), 20 nM de chaque siRNA_CXCR4 (Flexitube – Qiagen, siCXCR4_7 #SI02664235 

et siCXCR4_8, #SI02664242) dans du milieu DMEM sans SVF pour un volume final de 250 

μl/puits dans une plaque de 6 puits. Après une incubation de 20 min à température ambiante, le 

mélange est ajouté sur 7.105 cellules ensemencées 24 h avant. Après 48 heures, la seconde 

transfection est effectuée à la même concentration de siRNA que lors de la première 

transfection, ensuite les ARN et protéines totaux sont extraits 72 h après pour vérifier 

l’efficacité de la transfection par RT-qPCR et western blot. Tous les résultats sont exprimés par 

rapport au siRNA contrôle.   

2.2.2. Transfection des cellules par des plasmides d’expression 

Les cellules des Clone 9-1 et Clone 9-3 sont ensemencées à 7.105 cellules/puits dans une plaque 

de 6 puits et transfectées avec le mélange de 1 μg du plasmide contrôle pcDNA3.1 (Invitrogen, 

#V79020) ou du plasmide pcDNA3-CXCR4 d’expression de CXCR4 (Addgene, #98942) avec 

les réactifs de transfection JetPRIME® transfection reagent (Polyplus). Après une incubation 

de 10 min à température ambiante, 100 μl/puits du complexe formé est ajouté sur les cellules et 

l’efficacité de la transfection est confirmée par RT-qPCR et western blot après 48 h de 

transfection pour la migration ou après 72 h pour l’invasion.  

 Expression transcriptionnelle par RT-qPCR 

La transcription inverse sur les ARN totaux et la qPCR sont réalisées comme décrit dans la « 

Partie I – Extraction des ARN totaux – RT et qPCR ». 

 Expression protéique par western blot 

Le western blot sur les protéines totales est réalisé comme décrit dans la « Partie I – Western 

blot ». 

 Mesure de l’activation de la Rac1 

L’activation de la protéine GTPase monomérique Rac1 est mesurée par la méthode de ‶pull-

down″ avec la Rac1 Activation Assay Biochem Kit (#BK035). Les cellules sont rincées au PBS 
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1X froid avant d’être lysées avec du tampon de lyse complémenté d’un cocktail d’inhibiteurs 

de protéases 1X. Le surnageant est récupéré après une centrifugation à 10 000 g pendant 1 min 

à 4°C et ne doit pas dépasser 130% du volume initial du tampon de lyse ajouté. De ce lysat, 20 

μl sont utilisés pour la quantification des protéines par la méthode de Bradford afin de 

normaliser les échantillons à 0,5 μg/μl qui sont directement congelés dans de l’azote liquide et 

conservés à -80°C. Ensuite, 300 μg de protéines totales sont mélangées avec 20 μg de billes 

PAK-PBD (p21 Activated Kinase 1-p21 Binding Domain) et incubées pendant 1 h à 4°C sous 

rotation. La Rac1-GTP active fixée aux billes PAK-PBD est ensuite centrifugée à 5 000 g 

pendant 1 min à 4°C et ~90% du volume total sont retirés puis les billes sont remises en 

suspension dans 500 μl de tampon de lavage. Après ce rinçage à 5 000 g pendant 3 min à 4°C, 

les billes sont remises en suspension dans 10 μl de tampon de charge Laemmli (Biorad). Les 

échantillons sont ensuite chauffés pendant 2 min à 95°C avant d’être analysés par western blot 

comme dans la « Partie I – Western blot ». En parallèle, la quantité de Rac1 totale est 

déterminée à partir de 20 μg de protéines totales. Après le transfert des protéines sur la 

membrane PVDF, la membrane est rincée 1 fois au Tris-Buffer-Saline 1X (TBS) et laissée 

sécher pendant 30 min à température ambiante. Elle est ensuite incubée dans du tampon de 

lavage TBS Tween 20 à 0,05% (TBST 0,05%) sur la nuit à 4°C sous agitation. Le lendemain, 

la membrane est bloquée dans 5% de lait écrémé dans du TBST 0,05% pendant 30 min à 

température ambiante et après un lavage rapide, elle est incubée avec l’anticorps primaire 

(Tableau 5) dilué dans le tampon de lavage pendant 2 h à température ambiante sous agitation. 

Ensuite, l’anticorps secondaire dilué au 1/10 000 est incubé avec la membrane pendant 1 h à 

température ambiante après 1 min de lavage au TBST 0,05%. Elle est par la suite lavée 5 fois 

pendant 10 min et révélée comme décrit dans la section western blot.  

Tampon TBS : 10 mM Tris-HCL pH8 – 150 mM NaCl. 

 Expression et localisation des protéines par immunofluorescence 

L’immunofluorescence est réalisée comme décrit dans la « Partie I – Immunofluorescence ». 

 Test de prolifération 

La prolifération des cellules est étudiée en marquant les cellules au CFSE (Carboxyfluorescéine 

HydroxySuccinimidyle Ester). Le CFSE est une molécule qui rentre passivement dans les 

cellules et émet de la fluorescence une fois fixée sur les protéines cytoplasmiques. Cette 

fluorescence est conservée au cours des divisions cellulaires où les cellules filles héritent de la 

moitié de la fluorescence de la cellule mère ; cela se traduit par la dilution de l’intensité de la  
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fluorescence au fur et à mesure des divisions cellulaires. 

Les cellules en suspension sont rincées 2 fois au PBS 1X à 300 g pendant 10 min à température 

ambiante et 1.106 cellules sont reprises dans 700 µl de PBS 1X. Elles sont ensuite marquées 

avec 1 µl de CFSE (50 µM) (Invitrogène, #C34554) pendant 10 min à 37°C à l’abri de la 

lumière. L’excès de CFSE est capté par l’ajout de 700 µl de SVF froid pendant 5 min et les 

cellules maintenues sur la glace sont rincées 2 fois avec du DMEM à 1 000 rpm pendant 7 min 

à température ambiante. Elles sont reprises dans du DMEM - 10% SVF et ensemencées à raison 

de 5.105 cellules/boite pour une durée de 24, 48, 72 et 96 h respectivement. En parallèle, des 

cellules non-marquées sont ensemencées pour évaluer leur auto-fluorescence. Le jour des 

analyses, les cellules sont mises en suspension dans 300 µl de DAPI (1/40 000) dilué dans du 

PBS 1X puis analysées au cytomètre comme décrit dans la « Partie I – Expression 

membranaire des récepteurs par cytométrie en flux ».  

 Tests de migration et d’invasion  

Les tests de migration et d’invasion sont réalisés en utilisant des chambres de Boyden 

(ThinCertTM) avec des inserts ayant des pores de 8 μm (Greiner Bio-one, #662638).  

Les cellules sont sevrées avec du DMEM - 1% de SVF et pour l’invasion, 250 µg/ml de matrigel 

(Corning, #356237) sont coulés dans les inserts. Après 5 h à 37°C, 5.104 cellules / 500 μl de 

DMEM - 1% de SVF sont ensemencées dans le compartiment supérieur avec ou sans le matrigel 

et dans le compartiment inférieur, 100 ou 10 ng/ml du ligand CXCL12-β (GeneScript, #P48061) 

sont ajoutés dans 1200 μl de DMEM. Pour les contrôles, le compartiment inférieur contient soit 

du DMEM sans CXCL12, soit du DMEM - 10% de SVF. 

Les cellules sont maintenues à 37°C pendant 24 h pour la migration et 48 h pour l’invasion, 

puis fixées avec 4% de PFA pendant 20 min, rincées au PBS 1X et colorées au crystal violet 

0,1% pendant 10 min. Le crystal violet est éliminé avec 3 bains d’eau du robinet et 1 bain d’eau 

ultrapure et les inserts sont laissés sécher toute la nuit. Les cellules n’ayant pas migré (partie 

supérieure du filtre) sont grattées avec un coton tige et le filtre est découpé et monté entre lame 

et lamelle avec de la résine eukitt, la face supérieure du filtre faisant face à la lamelle. Les lames 

sont observées au microscope optique et les cellules comptées manuellement ou grâce au 

logiciel ImageJ sur la totalité de chaque insert. 

Dans les expériences utilisant les antagonistes, le schéma expérimental est le même mais les 

cellules sont traitées 24 h avant d’être ensemencées dans les inserts, avec des concentrations 

croissantes d’antagonistes seuls ou combinés ou avec les solvants à 0,1% pour les contrôles 

(diméthylsulfoxyde DMSO ou éthanol). Les antagonistes sont : l’AMD3100 (SelleckChem, 
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#S8030 ; 1 et 10 µM), antagoniste de CXCR4, le CCX771 (ChemoCentryx, #CO 330 771-14 ; 

5 et 50 nM) antagoniste de CXCR7 et un neutraligand de CXCL12, la chalcone 4 (ProbeChem, 

#PC-60261 ; 1 et 10 µM). Dans le traitement avec la chalcone, deux conditions ont été utilisées : 

une condition où les cellules sont traitées avec le neutraligand et une seconde condition dans 

laquelle la chalcone 4 est incubée avec 10 ng/ml de CXCL12-β pour former un complexe qui 

va piéger le ligand et le rendre inactif pendant le traitement.  

 Test de migration trans-endothéliale 

La migration trans-endothéliale est réalisée dans les chambres de Boyden (voir section Tests 

de migration et d’invasion). Les cellules HUVEC sont ensemencées à une densité de 1.105 

cellules dans 500 μl de milieu HUVEC dans le compartiment supérieur préalablement recouvert 

de Matrigel pendant 5 h et en mettant 1200 μl du milieu HUVEC dans le compartiment 

inférieur. Quarante-huit heures après la mise en culture, les cellules SW480 sauvages et les 

clones sont sevrés avec du DMEM - 1% SVF puis marqués avec le colorant vital Vybrant DiI 

cell-labelling solution (Thermofisher, #V-22885) à raison de 5 μl pour 1.106 cellules/ml 

pendant 20 min à 37°C. Les cellules sont rincées 3 fois au PBS 1X par centrifugation à 1000 

rpm pendant 5 min à température ambiante. Elles sont ensuite reprises dans du DMEM - 1% 

SVF et 5.104 cellules/500 μl sont ensemencées sur les cellules HUVEC préalablement rincées 

au DPBS 1X (PBS sans Ca2+ et Mg2+). Du DMEM avec ou sans CXCL12 est ajouté dans le 

compartiment inférieur comme pour la migration et l’invasion. Après 48 h de migration, les 

cellules tumorales ayant migré sont fixées pendant 20 min avec 4% de PAF puis incubées avec 

du DAPI (1/20 000 dans du PBS 1X) et les filtres découpés et grattés sont montés entre lames 

et lamelles avec le liquide de montage Aqua-Poly/Mount (Polysciences). Les lames sont 

observées au microscope à fluorescence et les cellules comptées comme pour la migration et 

l’invasion.  

 Analyses statistiques 

Les données sont représentées sous la forme moyenne ± SEM (erreur standard de la moyenne) 

et la détermination des p-values a été réalisée avec le logiciel GraphPad Prism 5. Les 

comparaisons de deux groupes sont réalisées par le test non parapétrique de Mann-Whitney U. 

Les comparaisons de plusieurs groupes sont réalisées par le test non paramétrique de Kruskal-

Wallis suivi par le test de Dunns pour la comparaison des groupes deux à deux.   

3. Résultats 
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Figure 31. Prolifération des cellules marquées au CFSE par cytométrie en flux. 

Mesure de l’intensité de la fluorescence émise dans les cellules SW480 WT, du Clone 9-1, Clone 9-3 et Clone 

30-3 marquées au CFSE pendant 24, 48, 72 et 96 h (A). Ratio de la moyenne de l’intensité de la fluorescence 

émise par rapport à l’intensité à 24 h dans les différentes cellules (B). Pourcentage de la population de cellules 

vivantes (DAPI négatives) dans lesquelles la prolifération a été analysée (C). Les histogrammes représentent 

la moyenne ± SEM de 3 expériences indépendantes. MFI : mean fluorescence intensity.  

  



 

- 118 - 

 

 

 

 

 

Figure 32. Migration cellulaire dans les chambres de Boyden. 

Les cellules SW480 WT et le Clone 9-1 migrent en présence de 20% de SVF, 10 et 100 ng/ml de CXCL12-

β pendant 24 h (A). Les cellules SW480 WT et les Clone 9-1, Clone 9-3, Clone 30-3 migrent en présence de 

10 ng/ml de CXCL12-β pendant 24 h (B). Les histogrammes indiquent le pourcentage de cellules migrantes 

par rapport aux cellules SW480 WT à 20% de SVF (A) ou aux cellules SW480 WT (B). Les résultats 

représentent la moyenne ± SEM de 3 expériences indépendantes. *p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001.  
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 Étude de la prolifération cellulaire 

Dans le but d’étudier si l’absence d’expression de CXCR4 impacte la prolifération cellulaire, 

l’intensité de la fluorescence du CFSE dans les cellules a été analysée pendant 24, 48, 72 et 96 

h de culture par cytométrie en flux. Les résultats montrent que la perte totale ou partielle de 

l’expression de CXCR4 ne diminue pas la capacité proliférative des cellules. En effet, la 

prolifération est identique dans les cellules SW480 WT comme tous les clones (Clone 9-1, 

Clone 9-3 et Clone 30-3), puisque nous observons la même diminution de l’intensité de 

fluorescence de 24 à 96 h de culture (Figure 31A). Ces analyses indiquent que le temps de 

doublement de plus de la moitié de la population est de 24 h (Figure 31B). 

Malgré le profil de prolifération identique avec ou sans CXCR4, le pourcentage de cellules 

vivantes (négatives à la coloration au DAPI) dans tous les clones, baisse mais de manière non 

significative de ~13% pour le Clone 9-1 et ~17 à 24% pour les Clone 9-3 et Clone 30-3 

comparées aux cellules SW480 WT (Figure 31C), diminution observée dès 24 h de culture. 

Ces résultats montrent que la perte d’expression de CXCR4 n’affecte pas la prolifération des 

cellules, mais diminue la viabilité cellulaire.  

 Étude de la migration cellulaire 

3.2.1. Impact de la perte d’expression de CXCR4 sur la migration 

Pour évaluer la conséquence de la perte/diminution d’expression du récepteur CXCR4 sur la 

migration des cellules, nous avons analysé leur potentiel de migration à travers un test en 

chambre de Boyden.  

Nous avons vérifié que CXCL12, le ligand naturel de CXCR4 et CXCR7 exerce une action 

chimio-attractante sur les cellules. La migration des cellules SW480 sauvages et du Clone 9-1 

est ~2 fois plus importante en présence de 10 et 100 ng/ml de CXCL12 qu’en présence de SVF 

20% (Figure 32A). Par contre, il n’y a pas d’effet dose de CXCL12 puisque le nombre de cellules 

qui migrent est identique avec 10 ou 100 ng/ml. Par conséquent, la suite des expériences a été 

réalisée en présence de 10 ng/ml de CXCL12. D’autre part, les résultats montrent une baisse de 

~50% de la migration du Clone 9-1 versus les cellules SW480 WT, que ce soit avec du SVF ou 

CXCL12 (Figure 32A).  

Ces conditions expérimentales ont été appliquées aux cellules SW480 sauvages et aux trois 

clones et les résultats indiquent une diminution respective de 68% et 74% de la migration pour 

les Clone 9-1 et Clone 9-3 qui n’expriment plus CXCR4 (Figure 32B). De manière étonnante, 

la diminution de la migration atteint 87% pour les cellules du Clone 30-3 qui expriment faible- 
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Figure 33. Efficacité des transfections pour la validation de l’implication de CXCR4 dans la 

migration cellulaire. 

Expression transcriptionelle (A-C) et protéique (D-F) de CXCR4 dans les cellules SW480 WT transfectées 

avec les siCXCR4 (A,D) et les Clone 9-1 (B,E) et Clone 9-3 (C,F) transfectés avec le plasmide pCXCR4. 

La quantification de l’expression de CXCR4 est normalisée par rapport aux groupes contrôles siCTL ou 

pCTL respectivement. Les résultats représentent la moyenne ± SEM d’expériences indépendantes (n=6 pour 

A et C et n=3 pour B). **p<0,01 ; ***p<0,001. 
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Figure 34. Validation de l’implication de CXCR4 dans la migration cellulaire. 

Les cellules SW480 WT transfectées avec les siCXCR4 (A) et les Clone 9-1 (B) et Clone 9-3 (C) transfectés 

avec le plasmide pCXCR4 ayant migré sous en présence de 10 ng/ml de CXCL12-β pendant 24 h. Les 

histogrammes indiquent le pourcentage de cellules migrantes par rapport aux cellules des groupes contrôles 

siCTL ou pCTL respectivement. Les résultats représentent la moyenne ± SEM de 3 expériences 

indépendantes. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. 
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ment CXCR4 (Figure 32B). Ces résultats suggèrent une implication de CXCR4 dans la 

migration des cellules tumorales coliques. 

Pour valider le rôle de CXCR4 dans la migration, nous avons évalué la migration des cellules 

SW480 sauvages et des Clone 9-1 et Clone 9-3 transfectés respectivement avec des siRNA 

dirigés contre CXCR4 (siCXCR4) et un plasmide d’expression de CXCR4 (pCXCR4). 

L’efficacité des transfections est évaluée sur le niveau d’expression des transcrits par RT-qPCR 

et des protéines par western blot. Les résultats montrent que les siRNA entrainent une réduction 

de 74% de l’expression de CXCR4 par rapport au siRNA contrôle (siCTL) (Figure 33A,D) et à 

l’opposé, une expression de plus de 1000X avec le plasmide d’expression en comparaison au 

plasmide contrôle (pCTL) (Figure 33B à F). 

Ainsi, la diminution d’expression de CXCR4 dans les cellules SW480 sauvages par siCXCR4 

diminue la capacité de migration des cellules de 74% (Figure 34A). Inversement, la migration 

est augmentée de 1,2 et 8 fois dans les deux clones KO CXCR4 transfectés avec le plasmide 

pCXCR4 (Figure 34B,C).   

Ces données confirment que le récepteur CXCR4 régule le processus migratoire de ces cellules 

tumorales coliques. 

3.2.2. Impact du ciblage de l’axe CXCL12 et ses deux récepteurs sur la 

migration 

Une autre façon de confirmer l’implication de CXCR4 dans la migration cellulaire, est de cibler 

le récepteur par un de ses antagonistes, l’AMD3100 dans les cellules SW480 sauvages. En 

parallèle, le rôle de CXCR7 et de l’axe CXCL12/récepteurs a été évalué avec le CCX771, un 

antagoniste de CXCR7 et la chalcone 4, qui se fixe à CXCL12 et bloque son interaction avec 

ses récepteurs. Les cellules sont traitées avec des concentrations croissantes des antagonistes 

pendant 24 h avant la migration et la chalcone 4 est utilisée combinée ou non à CXCL12.  

Les résultats montrent que la capacité de migration des cellules SW480 WT est diminuée de 

41% et 29% respectivement avec 1 et 10 µM de l’AMD3100 (Figure 35A). Le ciblage de 

CXCR7 avec 5 et 50 nM de CCX771, inhibe la migration de 41% et 46% respectivement 

(Figure 35A). En présence de 1 µM et 10 µM de chalcone 4, une diminution de la migration de 

19% et de 51% respectivement est observée ; cependant ces effets inhibiteurs sont amplifiés 

lorsque les deux concentrations de la chalcone 4 sont appliquées combinées à CXCL12, puisque 

la migration diminue de 65% et 77% respectivement.  

Nous avons également évalué les effets de combinaison de ces molécules. Les résultats révèlent  
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Figure 35. Effets d’inhibiteurs de CXCR4, CXCR7 et CXCL12 sur la migration cellulaire. 

Les cellules SW480 WT sont traitées avec les concentrations croissantes d’antagonistes de CXCR4 

(AMD3100) à 1 et 10 µM, de CXCR7 (CCX771) à 5 et 50 nM et d’un neutraligand de CXCL12 (chalcone 

4) à 1 et 10 µM seuls (A) ou en combinaison (B) pendant 24 h puis migrent en présence de 10 ng/ml de 

CXCL12-β pendant 24 h. Les histogrammes indiquent le pourcentage de cellules migrantes par rapport aux 

cellules des groupes contrôles Et-OH et/ou DMSO à 0,1% respectivement. Les résultats représentent la 

moyenne ± SEM de 3 à 6 expériences (A) et 3 expériences (B). CXCL12+Chal : Traitement de la chalcone 

4 combinée avec 10 ng/ml de CXCL12-β. *p<0,05; **p<0,01 ***p<0,001; ns : non significatif.  
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Figure 36. Invasion cellulaire dans les chambres de Boyden. 

Les cellules SW480 WT et les Clone 9-1, Clone 9-3, Clone 30-3 migrent dans les puits tapissés de Matrigel 

en présence de 10 ng/ml de CXCL12-β pendant 48 h. Les histogrammes indiquent le pourcentage de cellules 

invasives par rapport aux cellules SW480 WT. Les résultats représentent la moyenne ± SEM de 4 expériences 

indépendantes. **p<0,01; ***p<0,001. 

 

 

Figure 37. Validation de l’implication de CXCR4 dans l’invasion cellulaire. 

Les cellules SW480 WT transfectées avec les siCXCR4 (A) et les Clone 9-1 (B) et Clone 9-3 (C) transfectés 

avec le plasmide pCXCR4 ayant migré dans les puits tapissés de Matrigel en présence de 10 ng/ml de 

CXCL12-β pendant 48 h. Les histogrammes indiquent le pourcentage de cellules invasives par rapport aux 

cellules des groupes contrôles siCTL ou pCTL respectivement. Les résultats représentent la moyenne ± SEM 

de 3 expériences indépendantes. **p<0,01; ***p<0,001. 
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une baisse de la migration de manière dose-dépendante quel que soit la combinaison utilisée, 

avec 47% d’inhibition en combinant l’AMD3100 et CCX771 et 53% en combinant l’AMD3100 

avec la chalcone 4 à forte concentration (Figure 35B). Par contre, l’inhibition est plus faible 

(29%) pour la combinaison de CCX771 et la chalcone 4 à forte concentration et les 

concentrations faibles sont sans effet (Figure 35B).  

Ces données apportent des confirmations de l’implication de CXCR4 dans la migration des 

cellules tumorales et montrent que CXCR7 participe également à ce processus. Cependant, la 

combinaison des antagonistes ne produit pas d’effet additif ou synergique pour inhiber la 

migration et le ciblage seul de CXCL12 est plus efficace pour réduire cette migration. 

 Étude de l’invasion cellulaire 

3.3.1. Impact de la perte d’expression de CXCR4 sur l’invasion 

L’impact de la perte/diminution d’expression de CXCR4 a été évalué sur l’invasion des cellules 

également en chambre de Boyden. L’invasion des cellules est mesurée par leur capacité à 

traverser une matrice extracellulaire artificielle mimée par le matrigel. Les résultats montrent 

qu’en absence de CXCR4, l’invasion cellulaire est réduite de 52% dans le Clone 9-1, 76% dans 

le Clone 9-3 et de 89% dans le Clone 30-3 présentant un niveau réduit de CXCR4 (Figure 36), 

suggérant que CXCR4 est impliqué également dans l’invasion tumorale.  

La confirmation de son implication dans le caractère invasif des cellules est évaluée par les 

mêmes approches de perte et de gain de fonction comme pour la migration. L’efficacité des 

transfections a été également validée (résultats non montrés). À noter que l’inhibition ou la 

surexpression de l’expression de CXCR4 n’affecte pas l’expression protéique de CXCR7 mais 

entraine une baisse de 68% de son niveau transcriptionnel avec les siRNA (résultats non 

montrés). 

De façon étonnante, lorsque les cellules SW480 sauvages sont transfectées avec les siCXCR4, 

l’invasion plutôt que d’être diminuée, est augmentée de 2,7 fois (Figure 37A). Par contre, les 

capacités invasives des Clone 9-1 et Clone 9-3 transfectés avec le plasmide d’expression sont 

fortement augmentées (de 1,9 et 2,4 respectivement), comme pour les expériences de migration 

(Figure 37B à C).   

L’ensemble de ces résultats montrent que CXCR4 est bien impliqué dans l’invasion 

tumorale bien que les effets favorisant cette invasion avec les siRNA ne soient pas cohérents 

avec l’ensemble des données.  
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Figure 38. Effets d’inhibiteurs de CXCR4, CXCR7 et CXCL12 sur l’invasion cellulaire. 

Les cellules SW480 WT sont traitées avec les concentrations croissantes d’antagonistes de CXCR4 

(AMD3100) à 1 et 10 µM, de CXCR7 (CCX771) à 5 et 50 nM et d’un neutraligand de CXCL12 (chalcone 

4) à 1 et 10 µM seuls (A) ou en combinaison (B) pendant 24 h puis migrent dans les puits tapissés de Matrigel 

en présence de 10 ng/ml de CXCL12-β pendant 24 h. Les histogrammes indiquent le pourcentage de cellules 

invasives par rapport aux cellules des groupes contrôles Et-OH et/ou DMSO à 0,1% respectivement. Les 

résultats représentent la moyenne ± SEM de 3 à 6 expériences (A) et 3 expériences (B). CXCL12+Chal : 

Traitement de la chalcone 4 combinée avec 10 ng/ml de CXCL12-β. *p<0,05; **p<0,01.    
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3.3.2. Impact du ciblage de l’axe CXCL12 et ses deux récepteurs sur l’invasion  

Nous avons de nouveau utilisé les antagonistes de CXCR4, CXCR7 et du neutraligand de 

CXCL12, seuls ou combinés pour évaluer leurs effets dans l’invasion des cellules SW480 

sauvages. 

Les résultats montrent que la capacité invasive des cellules est diminuée de manière dose-

dépendante avec tous les traitements (Figure 38A). En effet, la baisse est de 26% et 54% 

respectivement avec les concentrations 1 et 10 µM de l’AMD3100, de 39% et 65% 

respectivement avec les concentrations 5 et 50 nM de l’antagoniste de CXCR7, CCX771 

(Figure 38A). Avec la chalcone 4, l’invasion est diminuée de 47% et 72% respectivement pour 

les concentrations de 1 et 10 µM (Figure 38A). En revanche, la combinaison de la chalcone 4 

avec CXCL12 est moins efficace pour diminuer le potentiel invasif des cellules (46% et 51% 

respectivement avec 1 et 10 µM) (Figure 38A) contrairement à ce qui avait été observé pour la 

migration.  

Concernant les traitements combinés, l’AMD3100 et le CCX771 ensemble n’ont pas d’effets 

sur l’invasion des cellules (Figure 38B). Toutefois, la chalcone 4 combinée à chacun des 

antagonistes de CXCR4 ou CXCR7, entraine une baisse dose-dépendante du pourcentage de 

cellules invasives (Figure 38B) ; et l’inhibition est de 62% et de 57% pour les concentrations 

élevées des molécules respectivement même si les différences ne sont pas significatives (Figure 

38B). 

Ces données apportent des confirmations sur l’implication de CXCR4 dans l’invasion des 

cellules tumorales mais suggèrent également une implication de CXCR7 dans ce processus. Les 

effets inhibiteurs de la chalcone 4 affirment que les récepteurs sont impliqués dans l’invasion 

après activation par le ligand CXCL12. Cependant, combiner les antagonistes des récepteurs 

n’entraîne pas d’effet synergique ou additif pour inhiber l’invasion cellulaire.  

 Étude de la migration trans-endothéliale 

Nous nous sommes également intéressés à la migration trans-endothéliale, qui est également 

importante durant la propagation de la tumeur. L’étude de ce type de migration in vitro repose 

sur la capacité des cellules tumorales à traverser des cellules endothéliales, les cellules HUVEC 

dans notre cas, ensemencées dans les chambres de Boyden préalablement recouvert de Matrigel. 

Ce système de co-culture mime l’orientation des cellules endothéliales et tumorales durant le 

processus d’extravasation in vivo.  

L’analyse des effets de la perte d’expression de CXCR4 évaluée sur le potentiel de migration   
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Figure 39. Migration trans-endothéliale dans les chambres de Boyden. 

Les cellules SW480 WT et les Clone 9-1, Clone 9-3, Clone 30-3 sont marqués au colorant vital Vybrant DiI 

puis migrent dans les puits tapissés de Matrigel et de cellules endothéliales HUVEC en présence de 10 ng/ml 

de CXCL12-β pendant 48 h. Les histogrammes indiquent le pourcentage de cellules migrantes par rapport 

aux cellules SW480 WT. Les résultats représentent la moyenne ± SEM de 7 à 8 expériences indépendantes. 

*p<0,05; **p<0,01.  

 

 

 

Figure 40. Validation de l’implication de CXCR4 dans la migration trans-endothéliale dans les 

chambres de Boyden. 

Les cellules SW480 WT transfectées avec les siCXCR4 (A) et les Clone 9-1 (B) et Clone 9-3 (C) transfectées 

avec le plasmide pCXCR4 ayant migré à travers les cellules HUVEC dans les puits tapissés de matrigel sous 

l’action de 10 ng/ml de CXCL12-β pendant 48 h. Les histogrammes indiquent le pourcentage de cellules 

migrantes par rapport aux cellules des groupes contrôles siCTL ou pCTL respectivement. Les résultats 

représentent la moyenne ± SEM d’expériences indépendantes (n=3 pour A, n=4 pour B et C). **p<0,01; 

***p<0,001; ns : non significatif. 
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des cellules à travers les cellules endothéliales, montre une réduction de 41% et 61% des 

cellules des Clone 9-1 et Clone 9-3 (KO CXCR4) qui migrent et une baisse de 70% pour le 

Clone 30-3, diminué pour l’expression du récepteur (Figure 39). Ces données suggèrent 

également une participation de CXCR4 dans la régulation du processus d’extravasation in vitro.  

Comme pour les précédents processus fonctionnels, dans le but de valider ces observations, 

nous avons de nouveau utilisé les mêmes approches et l’efficacité des transfections est similaire 

comme dans les études de migration et d’invasion (résultats non montrés). 

De ce fait, la réduction de l’expression de CXCR4 dans les cellules SW480 sauvages par 

siCXCR4, diminue de manière non significative, la capacité de migration trans-endothéliale des 

cellules de ~30% comparées aux cellules en présence du siCTL (Figure 40A). Similairement à 

la migration et l’invasion, en présence de plasmide d’expression de CXCR4, la migration à 

travers les cellules HUVEC des cellules KO CXCR4 du Clone 9-1 et Clone 9-3 augmente de 

1,5 et 1,9 fois respectivement par rapport aux cellules contrôles (Figure 40B,C).  

Ces résultats confirment l’intervention de CXCR4 dans la régulation de la migration trans-

endothéliale, même si la baisse de ce processus lorsque CXCR4 est ciblé par siRNA est moins 

importante. 

 Étude des mécanismes impliqués dans les étapes du processus métastatique 

Les résultats précédents montrent que CXCR4 participe aux premières étapes de la 

dissémination tumorale en contrôlant la migration, l’invasion et la migration trans-endothéliale 

des cellules. 

Pour étudier les mécanismes moléculaires qui sous-tendent les processus migratoires et 

invasifs, l’impact de la perte/diminution d’expression de CXCR4 a été étudié sur des fonctions 

cellulaires décrites pour favoriser la dissémination. 

3.5.1. La transition épithélio-mésenchymenteuse  

Nous avons regardé l’effet de l’absence/baisse d’expression de CXCR4 sur l’expression de 

marqueurs moléculaires favorisant l’EMT, mécanisme par lequel les cellules épithéliales 

polarisées se transforment en cellules mésenchymateuses mobiles, permettant l’évasion des 

cellules tumorales de leur localisation primaire et pour atteindre les organes de métastases 

(Kalluri and Weinberg, 2009; Lambert et al., 2017). Parmi ces marqueurs, nous avons analysé 

l’expression transcriptionnelle de la E-cadhérine, un marqueur du phénotype épithélial et son 

expression est diminuée de 32% et 73% dans les Clone 9-1 et Clone 30-3 respectivement mais 

seulement de 28% dans le Clone 9-3 par rapport aux cellules SW480 sauvages (Figure 41A).  
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Figure 41. Expression transcriptionnelle des gènes impliqués dans l’EMT par RT-qPCR. 
Expression relative des ARNm codant pour la E-cadhérine (A), la vimentine (B), la fibronectine (C), Snail 

(D), Slug (E), Zeb1 (F) et Zeb2 (G) dans les cellules des Clone 9-1, Clone 9-3 et Clone 30-3 par rapport aux 

cellules SW480 WT. Les résultats représentent la moyenne ± SEM de 4 expériences indépendantes. *p<0,05 

; **p<0,01 ; ***p<0,001 ns: non significatif. 
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Figure 42. Localisation des protéines d’adhérence par immunofluorescence. 

Marquage membranaire de la E-cadhérine, paxilline phosphorylée et ZO-1 dans les cellules SW480 WT et 

le Clone 9-3. Grossissement x63. 
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De manière intéressante, cette baisse n’est pas associée à une augmentation de deux marqueurs 

mésenchymateux, la vimentine (Figure 41B) et la fibronectine (Figure 41C). Au contraire, il n’y 

a aucune expression des ARNm dans les trois clones, à l’exception de la vimentine dans le 

Clone 30-3, dont l’expression est comparable à celle des cellules SW480 sauvages. Par ailleurs, 

les niveaux d’expression des facteurs de transcription Snail et Slug associés au phénotype 

mésenchymenteux, sont élevés dans les trois clones (Figure 41D,E). Par contre, la perte 

d’expression de CXCR4 est sans effet sur l’expression de Zeb1 quel que soit le clone, même si 

une augmentation non significative est retrouvée dans le Clone 30-3 (Figure 41F) et celle de 

Zeb2 est diminuée de 25% que dans le Clone 9-1, les augmentations dans les Clone 9-3 et Clone 

30-3 n’étant pas significatives (Figure 41G).  

Ces analyses suggèrent que la perte/diminution d’expression de CXCR4 dans les cellules 

confère un phénotype intermédiaire entre le phénotype épithélial et mésenchymateux, avec une 

baisse d’expression du marqueur épithélial E-cadhérine associée à une augmentation de 

l’expression de Snail et Slug, des facteurs de transcriptions caractéristiques de cellules 

mésenchymateuses. Ces résultats ne sont pas en adéquation avec la baisse des capacités 

migratoires et invasives des cellules en l’absence de CXCR4. 

3.5.2. Étude des protéines d’interactions cellulaires  

Pour évaluer si les effets observés en invasion et migration sont associés à une perturbation de 

l’interaction entre les cellules, nous avons analysé par immunofluorescence, la localisation des 

protéines d’interactions cellulaires comme la E-cadhérine dans les jonctions adhérentes, la 

paxilline dans les adhésions focales et ZO-1 (Zona occludens 1) dans les jonctions serrées. En 

effet, une dérégulation de l’expression de ces protéines conduit à une perte de la polarité, 

facilitant la motilité des cellules (Cornillon et al., 2003). 

Nous observons que l’expression de la E-cadhérine est ponctiforme dans les cellules SW480 

sauvages, alors que dans le Clone 9-3, elle est localisée au niveau de la membrane avec un 

marquage continu (Figure 42). Pour la paxilline phosphorylée et ZO-1, une expression 

ponctiforme est également observée dans des structures de type invadopodes dans les cellules 

SW480 sauvages (Figure 42). Ce marquage devient homogène à la membrane dans le Clone 9-

3 (Figure 42). Des profils similaires d’expression et de localisation de ces protéines sont 

retrouvés dans le Clone 9-1 et le Clone 30-3 (résultats non montrés). Pour le Clone 30-3, on 

a noté que le marquage de la E-cadhérine combine une localisation membranaire comme pour 

les deux autres clones, mais également un marquage ponctiforme, comme pour les cellules 

SW480 sauvages.   
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Figure 43. Expression transcriptionnelle de métalloprotéases et d’inhibiteur de métalloprotéases par 

RT-qPCR. 

Expression relative des ARNm codant pour les métalloprotéases MMP-2 (A), MMP-9 (B), MT1-MMP ou 

MMP-14 (C) et l’inhibiteur TIMP-2 (D) dans les cellules des Clone 9-1, Clone 9-3 et Clone 30-3 par rapport 

aux cellules SW480 WT. Les résultats représentent la moyenne ± SEM de 3 expériences indépendantes. 

*p<0,05 ; **p<0,01 ; ns: non significatif. 
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Figure 44. Expression transcriptionnelle et protéique des intégrines. 

Expression relative des ARNm codant pour l’intégrine α5 (A), l’intégrine β1 (B) et de l’intégrine αV (C) par 

RT-qPCR. Expression relative protéique de l’intégrine α5 (D) et de l’intégrine β1 (E) par western blot des 

Clone 9-1, Clone 9-3 et Clone 30-3 par rapport aux cellules SW480 WT. La quantification de l’intensité des 

bandes correspondantes est normalisée avec l’actine et rapportée aux cellules SW480 WT pour l’expression 

de l’intégrine α5 (D) et de l’intégrine β1 (E). Les résultats représentent la moyenne ± SEM de 4 (A, B et C) 

et 3 (D et E) expériences indépendantes. *p<0,05 ; **p<0,01 ; ns: non significatif. 
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Ces résultats montrent que la perte d’expression de CXCR4 induit une relocalisation 

membranaire de la E-cadhérine, de ZO-1 et la paxilline, localisation caractéristique de cellules 

non migrantes et donc en accord avec la perte de motilité des cellules. 

3.5.3. Expression de métalloprotéases et d’un inhibiteur de métalloprotéase 

Nous nous sommes également intéressés aux MMP décrites dans la littérature pour leur rôle 

majeur dans la dégradation des constituants de la MEC (Herszényi et al., 2012; Liotta and 

Stetler-Stevenson, 1991). Cette dégradation favorise l’invasion des cellules tumorales et leur 

permet de franchir la barrière endothéliale pour rejoindre la circulation sanguine (Lambert et 

al., 2017). Nous avons analysé l’expression de MMP-2, MMP-9, MMP-14 (MT1-MMP) et celle 

de TIMP-2, un inhibiteur de MMP en particulier, qui ont été décrits pour faciliter la progression 

du CCR (Herszényi et al., 2012).  

Les analyses par RT-qPCR montrent que l’expression transcriptionnelle de MMP-2 et MMP-9 

augmente de plus de deux fois dans les trois clones en comparaison aux cellules SW480 

sauvages (Figure 43A,B), sauf une augmentation non significative de MMP-2 dans le Clone 9-

1. Ces augmentations sont inversement associées à une forte baisse (plus de 63%) d’expression 

de MMP-14 et TIMP-2 (Figure 43C,D). De manière étonnante, les effets sont plus prononcés 

dans le Clone 30-3, dont les cellules n’ont qu’une perte partielle de l’expression de CXCR4.  

L’ensemble de ces résultats montre que l’inhibition des capacités invasives de cellules qui 

n’expriment plus CXCR4 ne corrèle pas avec l’expression élevée de MMP-2 et MMP-9 et à 

une diminution de celle de TIMP-2, qui sont des caractéristiques de cellules invasives. Par 

ailleurs, cette inhibition correspond à la baisse d’expression de MMP-14. 

3.5.4. Expression des intégrines  

Dans les clones, l’absence d’expression de la fibronectine interroge sur le niveau d’expression 

des intégrines, auxquelles elle peut se lier. En effet, les intégrines sont des molécules 

importantes dans l’adhésion des cellules à la MEC lors de leur migration dans la circulation 

sanguine et leur implantation dans les organes cibles (Hamidi and Ivaska, 2018). 

Ainsi, l’expression transcriptionnelle et protéique de l’intégrine α5 est significativement 

diminuée de près de 60% dans les Clone 9-1 et Clone 30-3 mais de manière non significative 

dans le Clone 9-3 (Figure 44A,D). À l’opposé, l’expression de l’intégrine β1 est deux fois plus 

importante dans les Clone 9-1 et Clone 9-3 alors que son expression dans le Clone 30-3 est 

similaire à celle des cellules SW480 sauvages (Figure 44B). Ces niveaux d’expression sont 

confirmés au niveau protéique par western blot (Figure 44D,E). En revanche, les trois clones  



 

- 136 - 

 

 

 

 

 

 

Figure 45. Expression de Rac1 active par western blot. 

Expression relative de Rac1 active ou Rac1-GTP (A) dans les Clone 9-1, Clone 9-3 et Clone 30-3 par rapport 

aux cellules SW480 WT. La quantification de l’intensité des bandes correspondantes est normalisée avec la 

Rac1 totale et rapportée aux cellules SW480 WT (B). Les résultats représentent la moyenne ± SEM de 3 

expériences indépendantes.  
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présentent une diminution de 90%, 78% et 70% de l’expression des ARNm de l’intégrine αV 

pour le Clone 9-1, Clone 9-3 et Clone 30-3 respectivement (Figure 44C). À noter que le poids 

moléculaire des intégrines α5 et β1 dans les trois clones est inférieur à celui des intégrines dans 

les cellules SW480 sauvages.  

Ces données suggèrent que la réduction du potentiel invasif des cellules est médiée par la 

diminution d’expression des intégrines α5 et αV mais pas celle de l’intégrine β1. 

3.5.5. Activation de la Rac1  

Les mécanismes qui régulent la motilité et l’invasion cellulaires font intervenir des petites 

protéines GTPases, dont Rac1, à travers la réorganisation du cytosquelette et la modification de 

la polarisation des cellules (Kotelevets and Chastre, 2020). 

Pour déterminer si l’activation de Rac1 est affectée par la diminution des capacités migratoires 

des cellules KO CXCR4, la quantification de Rac1 activée, donc liée au GTP a été déterminée 

par western blot. Par comparaison avec les cellules SW480 WT, une baisse de plus de 50% de 

la Rac1-GTP est observée dans les cellules des trois clones (Figure 45A,B).  

Par conséquent, sans expression de CXCR4, la diminution de la migration des cellules est 

associée à une baisse de l’activation de Rac1. 

3.5.6. Voies de signalisation Akt et Erk 

Généralement, les signalisations induites par l’activation du récepteur CXCR4 sont associées 

aux voies des kinases PI3K/Akt et MAPK/Erk1/2, impliquées dans la prolifération, l’adhésion, 

la migration et l’invasion cellulaires (Brand et al., 2005; Duda et al., 2011). 

Pour évaluer si l’activation de ces protéines est impactée par la perte/diminution d’expression 

de CXCR4, leur niveau de phosphorylation a été mesuré par western blot en stimulant les 

cellules avec 10 ng/ml de CXCL12-β pendant 15 min.  

La phosphorylation de Akt diminue drastiquement de ~99% et 80% respectivement dans les 

cellules des Clone 9-1 et Clone 9-3 invalidées pour CXCR4 alors que seule une baisse de 30% 

est observée dans les cellules du Clone 30-3, qui expriment faiblement CXCR4 par rapport aux 

cellules SW480 sauvages (Figure 46A,C). De manière similaire, le niveau de phosphorylation 

de Erk1/2 est diminué de 40% dans les cellules du Clone 9-1, sans changement dans les cellules 

du Clone 9-3 (Figure 46B,D). À l’opposé, les cellules du Clone 30-3 présentent une faible 

expression (~30%) par rapport aux cellules SW480 WT (Figure 46B,D). 

Ensemble, ces données suggèrent que la perte d’expression CXCR4 est associée à un défaut 

d’activation de la signalisation de la voie Akt mais très peu dépendante de celle d’Erk1/2. 
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Figure 46.  Activation des voies de signalisation Akt et ERK1/2 par western blot. 

Niveau de phosphorylation de Akt (A,C) et ERK1/2 (B,D) dans les cellules SW480 WT et des Clone 9-1, 

Clone 9-3 et Clone 30-3 traités avec 10 ng/ml de CXCL12-β pendant 15 min. La quantification de l’intensité 

des bandes correspondantes est normalisée avec Akt totale et ERK1/2 totale et rapportée aux cellules SW480 

WT pour l’expression de Akt (A) et ERK1/2 (B) phosphorylées respectivement. Les résultats représentent la 

moyenne ± SEM de 3 expériences indépendantes.  
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4. Discussion 

Le récepteur CXCR4 est l’un des récepteurs le plus étudié dans plusieurs types de cancers. Dans 

ces cancers, son implication dans la dissémination des cellules dans les organes à distance a été 

beaucoup discutée et sa fonction peut être liée à son effet sur la prolifération, la migration et 

l’invasion cellulaires (Chatterjee et al., 2014; Domanska et al., 2013; Peled et al., 2018). Dans 

notre étude, la perte d’expression de CXCR4 n’a pas d’impact sur la prolifération des clones 

délétés, témoignant que CXCR4 n’intervient pas dans la régulation de la prolifération. Ces 

résultats sont en accord avec des travaux qui montrent que la répression de l’expression de 

CXCR4 par shRNA, siRNA ou en le ciblant avec un anticorps n’entraine pas de diminution de 

la prolifération de cellules coliques in vitro (Rubie et al., 2011; Song et al., 2015). À l’opposé, 

d’autres études rapportent que CXCR4 participe au processus prolifératif puisque l’inhibition 

de son activation par l’antagoniste AMD3100 ou de son expression par shRNA, réduit la 

prolifération cellulaire dans le cancer colique (Hu et al., 2014; Li et al., 2008). 

D’autre part, le potentiel migratoire, invasif et migratoire trans-endothélial des cellules est 

fortement diminué avec la perte d’expression de CXCR4 dans les trois clones. D’autres facteurs 

pourraient être impliqués dans l’inhibition de ces processus, cependant nos expériences dans 

lesquelles l’expression de CXCR4 est éteinte par des siRNA dans les cellules SW480 sauvages 

ou restaurée avec un plasmide d’expression dans les clones invalidés, valident l’implication de 

CXCR4. D’autre part, nous avons remarqué que la réexpression de CXCR4 augmente plus la 

capacité de migration et d’invasion du Clone 9-3 versus le Clone 9-1. Ces résultats étant en 

accord avec l’efficacité de la transfection sur les niveaux transcriptionnels respectifs du 

récepteur dans ces clones, confirmant l’implication de CXCR4 dans ces processus. En outre, 

nos résultats montrent également que la baisse de ces processus invasifs n'est pas une 

conséquence d’une inhibition de la prolifération cellulaire puisque les cellules invalidées pour 

l’expression de CXCR4 présentent une prolifération identique à celle des cellules SW480 WT. 

Le maintien d’une certaine capacité migratoire et invasive dans les cellules invalidées pour 

CXCR4 suggère l’implication potentielle de CXCR7, le second récepteur de CXCL12 dans la 

régulation de ces processus. En effet, l’expression protéique de CXCR7 est significativement 

plus élevée dans les Clone 9-1 et Clone 9-3 (3,6 et 2,8 fois respectivement) par rapport aux 

cellules SW480 sauvages. Il est donc possible d’envisager que dans ces cellules, la perte 

d’expression de CXCR4 est compensée par l’augmentation de l’expression de CXCR7, mais 

sans permettre un processus migratoire et invasif normal. Si tel est le cas, le récepteur CXCR7 

serait moins impliqué que CXCR4 dans le caractère agressif des cellules tumorales.  
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Cette hypothèse est en accord avec le fait que dans le Clone 30-3, dans lequel la perte 

d’expression de CXCR4 est partielle mais avec un niveau de CXCR7 inférieur à celui des Clone 

9-1 et Clone 9-3, nous observons une plus forte inhibition du potentiel de migration, d’invasion 

et de migration trans-endothéliale. Par conséquent, le récepteur CXCR4 serait prépondérant 

pour contrôler les processus migratoire et invasif mais CXCR7 pourrait compenser 

partiellement l’absence de CXCR4.  

D’autre part, nous avons observé que pour la migration trans-endothéliale, l’inhibition est moins 

importante dans tous les clones aux effets d’inhibition observés sur la migration et l’invasion, 

puisque l’effet maximal ne dépasse pas 50% d’inhibition dans le Clone 9-1. Ces effets observés 

in vitro sont en accord avec des travaux de la littérature qui montrent que bloquer l’interaction 

CXCL12/CXCR4 avec un anticorps anti-CXCR4 réduit fortement l’extravasation des cellules 

tumorales coliques dans le parenchyme hépatique (Gassmann et al., 2009). De plus, Zabel et 

al., ont rapporté que CXCR7 peut moduler la migration trans-endothéliale médiée par CXCR4  

(Zabel et al., 2009, 2011) .  

Dans la validation de l’implication de CXCR4 dans l’invasion cellulaire, de manière 

surprenante, la répression de l’expression de CXCR4 par siRNA dans les cellules SW480 WT 

sauvages a augmenté le nombre de cellules invasives. Cette augmentation pourrait être un effet 

non spécifique lié à la séquence des siRNA ou à la composition du matrigel. Cependant, 

l’utilisation d’autres siRNA ou encore d’un autre matrigel ont produit exactement les mêmes 

effets. Par conséquent, on peut imaginer que l’inactivation de CXCR4 par les siRNA, pourrait 

induire des gènes qui seraient favorisant pour l’invasion cellulaire.  

De multiples études précliniques convergent vers la conclusion que cibler CXCL12, CXCR4 

ou CXCR7 peut retarder de manière significative la croissance des tumeurs primaires et des 

métastases dans le CCR (Guillemot et al., 2012; Huynh et al., 2020; Zboralski et al., 2017).  

Dans les cellules SW480 sauvages, nous avons montré que la migration et l’invasion sont 

inhibées avec l’AMD3100, un antagoniste de CXCR4, avec CCX771, un antagoniste de 

CXCR7 et avec la chalcone 4, un neutraligand dirigé contre CXCL12. Cependant, le ciblage de 

CXCL12 seul inhibe plus efficacement ces processus que la combinaison des antagonistes. Ce 

résultat est cohérent avec le mode d’action de la chalcone 4, qui neutralise CXCL12 pour 

empêcher son interaction sur ces deux récepteurs ; ce qui entraine une inhibition des voies de 

signalisation associées à chaque récepteur. Ces effets inhibiteurs montrent l’intérêt d’un ciblage 

de l’axe CXC12/CXCR4/CXCR7 pour contrer le processus de migration et d’invasion.  
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Depuis longtemps, il a été rapporté que le potentiel invasif des cellules tumorales entraîne un 

changement de phénotype épithélial vers un phénotype mésenchymenteux (Kalluri and 

Weinberg, 2009; Lambert et al., 2017). Cependant, ce concept a évolué puisqu’à l’heure 

actuelle, des études montrent que certaines cellules tumorales dont les cellules du CCR, peuvent 

exprimer simultanément des marqueurs épithéliaux et mésenchymenteux (Lai et al., 2020).  

Dans nos expériences, les cellules SW480 sauvages ont plutôt un phénotype mésenchymateux 

puisque l’expression de la vimentine est plus élevée que celle de la E-cadhérine. L’absence 

d’expression de CXCR4 dans les Clone 9-1 et Clone 9-3 est associée à une baisse d’expression 

de la E-cadhérine, à une augmentation de l’expression de Snail et Slug mais à une perte de celle 

de la vimentine, ces trois marqueurs étant caractéristiques d’un phénotype mésenchymateux. 

Par conséquent, ces deux clones auraient un phénotype intermédiaire avec une perte partielle 

du phénotype mésenchymateux puisque la vimentine n’est plus exprimée, et un phénotype pas 

totalement épithélial puisque la E-cadhérine est plus faiblement exprimée que dans les cellules 

sauvages.  

La littérature décrit un phénotype intermédiaire ou hybride qui serait favorable à une migration 

collective puisque les cellules ont un phénotype épithélial qui favorise l’adhésion et un 

phénotype mésenchymateux qui permet leur migration collective (Jolly et al., 2015) ; cependant 

cela n’est pas le cas pour les cellules des clones. En effet, les marquages d’immunofluorescence 

montrent une expression membranaire de la E-cadhérine favorable à la cohésion cellulaire. Par 

contre dans ces clones, les profils d’expression de la paxilline phosphorylée (protéine 

d’adhésion focale) ou de ZO-1 (protéine des jonctions serrées) qui passent d’un marquage 

ponctiforme dans les protrusions cellulaires à un marquage homogène membranaire, indiquent 

plutôt une perte du potentiel migratoire. Nous serions donc dans un phénotype intermédiaire 

encore différent de celui décrit par Jolly et al., (Jolly et al., 2015). Par ailleurs, la perte 

d’expression de la vimentine et de la fibronectine pourrait probablement justifier le caractère 

moins invasif des cellules en absence de CXCR4.  

Il faut noter que dans le Clone 30-3, qui a perdu partiellement l’expression de CXCR4, le profil 

des marqueurs phénotypiques est différent. En effet, dans ce clone, la diminution de la E-

cadhérine et l’augmentation de la vimentine, de Snail et de Slug est plus importante que dans 

les Clone 9-1 et Clone 9-3. Ce profil est plus proche d’un phénotype mésenchymateux et 

pourtant ce sont des cellules dont la capacité de migration et d’invasion est la plus faible. Ces 

résultats sont complexes à interpréter puisque certains paramètres sont en faveur d’un 

phénotype de cellules non migrantes et peu invasives et d’autres en faveur d’un phénotype 
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plutôt agressif. Cependant, le niveau d’expression de CXCR7 pourrait rendre compte de cette 

difficulté d’interpréter les données. En effet, dans une étude sur le cancer pulmonaire, ce serait 

plutôt CXCR7 qui favoriserait l’EMT (Wu et al., 2016). Effectivement, les auteurs ont montré 

que la répression de l’expression de CXCR7 mais pas de CXCR4 réduit la migration et l’EMT 

induites par le TGF- β1. Par ailleurs, il serait important d’évaluer les conséquences des niveaux 

d’expression transcriptionnelle de ces gènes sur leur expression protéique. 

D’autres mécanismes peuvent participer à la réduction de la migration et de l’invasion 

cellulaires observées dans les clones ; ces mécanismes peuvent faire intervenir des 

métalloprotéases telles que la MMP-2 et MMP-9 et des inhibiteurs des MMPs comme TIMP-

2. Dans nos expériences, l’expression des MMP-2 et MMP-9 est augmentée alors que celle de 

TIMP-2 est diminuée. Ces profils d’expression ne correspondent pas à celui de cellules ayant 

perdu leur capacité migratoire et invasive. En effet dans le CCR, un niveau élevé de MMP-2, 

MMP-9 et MMP-14 (MT1-MMP) est décrit pour être de mauvais pronostic ou associé à une 

survie sans progression et une latence de rechute plus courte (Herszényi et al., 2014; Yu et al., 

2021). Cependant, concernant MMP-14, son profil d’expression est caractéristique de cellules 

non agressives puisqu’elle est diminuée dans les trois clones et de plus, cette diminution est 

plus importante dans le Clone 30-3, clone qui migre le moins.   

Un mécanisme de régulation de la MMP-2 a été décrit à la surface cellulaire dans une lignée de 

fibroblastes et d’un fibrosarcome. Dans ce mécanisme, la forme inactive de MMP-2 peut se lier 

à MT1-MMP à la membrane plasmique, en recrutant TIMP-2 pour former un complexe 

trimoléculaire pro-MMP2-MT1-MMP-TIMP-2. La formation de ce complexe permet à une 

seconde molécule de MT1-MMP de couper le peptide N-terminal de la pro-MMP-2 et d’activer 

sa fonction protéasique. Dans ce cas, TIMP-2 joue un rôle d’activateur et non d’inhibiteur en 

agissant comme une molécule adaptatrice (Itoh et al., 2001).  

D’autre part dans une cohorte de CCR, Wang et al., rapportent qu’un niveau bas de TIMP-2 

et/ou élevé de MMP-9 est associé à des facteurs clinico-pathologiques défavorables et à un 

mauvais pronostic (Wang et al., 2019). Ces auteurs ont également montré in vitro et in vivo, 

que la surexpression de TIMP-2 peut inhiber l’invasion et la migration cellulaires et la 

formation de métastases en diminuant l’expression de MMP-9. De manière intéressante, 

l’augmentation d’expression de MMP-2 et MMP-9 est comparable à l’augmentation de Snail, 

ce qui permet de proposer un mécanisme de modulation/régulation entre ces protéines, puisque 

Snail a été décrit comme un activateur de l’expression de certaines métalloprotéinases  

(Lamouille et al., 2014).  
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Il a été établi que la promotion de la migration tumorale médiée par CXCR4 implique également 

la régulation de l’expression des intégrines (Burger et al., 2003). En général, les cellules 

tumorales expriment un niveau élevé de nombreuses intégrines, leur permettant d’adhérer 

spécifiquement à de nombreuses molécules de la MEC, pour favoriser leur invasion et leur 

implantation dans les organes de métastases.  

Dans le cancer gastrique, l’activation de la voie CXCL12/CXCR4 par les fibroblastes associés 

aux cancers (CAF) favorise l’agrégation de molécules d’intégrine β1 à la membrane et leur 

liaison avec la lamine au cours de l’invasion cellulaire (Izumi et al., 2016). Par contre, dans le 

mélanome, c’est plutôt l’adhésion aux cellules endothéliales qui est dépendante de l’interaction 

de CXCR4 avec l’intégrine β1 (Cardones et al., 2003). Dans le CCR, l’expression abondante 

des intégrines αv, α2 et α6 permet l’adhésion des cellules coliques à la fibronectine (Gassmann 

et al., 2009) de même que la surexpression des sous-unités αvβ6 favorise la migration 

directionnelle suite à l’interaction CXCL12/CXCR4 (Wang et al., 2014).  

Nous avons montré que la perte d’expression de CXCR4 dans les trois clones s’accompagne 

d’une baisse de l’expression des intégrines α5 et αv et d’une augmentation de celle de l’intégrine 

β1. On pourrait imaginer que l’absence de la fibronectine, qui est le ligand des intégrines α5 et 

αv, induise une diminution de leur expression. Concernant la sous-unité β1, une augmentation 

d’expression pourrait provenir de son association avec des sous-unités α autres que α5 et αv 

(Hamidi and Ivaska, 2018). Cependant, une autre hypothèse serait qu’en présence de la perte 

de la sous-unité α5, la sous unité β1 ne serait plus maturée, et justifierait également la 

diminution du poids moléculaire observée dans les résultats de western blot. Ces données 

suggèrent que la réduction du potentiel migratoire et invasif des cellules en absence de CXCR4 

est associée à une diminution d’expression des sous-unités α5 et αv. 

Par ailleurs, parmi d’autres mécanismes moléculaires possibles, nous avons remarqué que la 

perte d’expression de CXCR4 entraîne une baisse importante de l’activation de la GTPase Rac1. 

Cette baisse de l’activité de la Rac1 serait en accord avec son implication dans la mobilité des 

cellules médiée par la formation de lamellipodes via l’interaction de CXCL12 et CXCR4 

(Gassmann et al., 2009). Cependant, la baisse de l’expression de Rac1 active est inversement 

corrélée à l’inhibition de la migration et suggère que d’autres GTPases puissent être impliquées. 

Par exemple, il serait intéressant d’évaluer le niveau de la protéine RhoA, qui serait activée lors 

de l’interaction de CXCL12/CXCR4 et favoriserait le développement tumoral induit par 

l’inflammation chez la souris (Yu et al., 2019).  
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Dans le but d’identifier les voies de signalisations qui seraient impactées par la perte 

d’expression de CXCR4, la phosphorylation des kinases Akt et Erk1/2 a été évaluée. Dans les 

clones KO CXCR4, la stimulation par CXCL12 entraîne un défaut de phosphorylation et donc 

d’activation d’Akt sans vraiment affecter la voie Erk1/2. Cette observation est cohérente avec 

des données d’autres études qui montrent que la phosphorylation de Erk1/2 est induite par 

l’activation de CXCR7 via les β-arrestines (Li et al., 2014; Proost et al., 2007; Romain et al., 

2014). À l’opposé, le profil d’expression de l’intégrine α5 très similaire à celui de Erk1/2 

phosphorylée dans le Clone 30-3 suggèrerait que la forte inhibition de la migration/invasion de 

ces cellules ayant perdu partiellement l’expression de CXCR4 implique l’activation de Erk1/2 

et dépend de l’expression de l’intégrine α5. Cependant, il faudrait réaliser des expériences de 

modulation de l’expression d’un des facteurs en mesurant l’impact sur l’expression de l’autre 

facteur, pour valider cette hypothèse.  

Ces résultats suggèrent qu’il existerait deux mécanismes différents selon que l’expression de 

CXCR4 soit partiellement ou totalement perdue puisque l’inhibition de la migration/invasion 

induite par la perte complète de CXCR4 entraîne un défaut de l’activation de la voie Akt alors 

que la perte partielle est associée à celui de la voie Erk1/2. 

5. Conclusion et perspectives 

Ces travaux ont permis de montrer que dans les cellules coliques SW480, la perte d’expression 

de CXCR4 n’affecte pas la prolifération cellulaire. Par contre, nous avons montré que ce 

récepteur active le processus de migration, d’invasion cellulaires et de migration trans-

endothéliale puisque ces trois fonctions sont inhibées dans les clones cellulaires dans lesquels 

l’expression de CXCR4 est diminuée ou éteinte. Cette activation impliquerait une relocalisation 

de certaines protéines d’interactions cellulaires, de la métalloprotéase MMP-14, l’intégrine α5 

et l’intégrine αv ainsi que l’activation de Rac1.  

Par ailleurs, tous ces mécanismes conduisent essentiellement à l’activation de la signalisation 

Akt, la voie Erk1/2 étant plus modérément impliquée après stimulation avec le ligand CXCL12. 

D’autre part, le rôle de CXCR4 mais également de CXCR7, a été conforté dans des expériences 

utilisant un neutraligand de CXCL12 ou un antagoniste de l’un ou l’autre récepteur dans les 

cellules SW480 sauvages puisque ces traitements réduisent efficacement le potentiel agressif 

des cellules et montre l’intérêt d’étendre le ciblage de l’axe CXCL12/CXCR4/CXCR7 à des 

modèles in vivo. 

Dans la mesure où la chalcone 4 est aussi efficace que la combinaison d’un antagoniste de 

CXCR4 ou de CXCR7, il serait intéressant d’évaluer in vivo chez la souris, ses capacités à 
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bloquer la formation de métastases et d’évaluer les effets en association avec un traitement 

chimio-thérapeutique de référence et/ou d’immunothérapie. Un essai clinique de phase I/II est 

en cours pour évaluer les effets de la molécule NOX-A12, qui cible également CXCL12 

(Olaptesed pegol, un pegol olapté ; NOXXON Pharma AG), seule ou associée à un anti-PD1 

pour le traitement du CCR et du cancer pancréatique métastatiques (Pembrolizumab ; 

immunothérapie) (OPERA trial, NCT03168139).
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Détermination du rôle respectif de CXCR4 et de 

CXCR7 dans la dissémination métastatique du 

cancer colique in vivo 

1. Préambule  

Dans plusieurs cancers, la contribution de l'axe CXCL12/CXCR4 dans la progression tumorale 

a été documentée où il est rapporté qu’une expression forte de CXCR4 est associée à 

l’agressivité de la tumeur et à une baisse de la survie (Kim et al., 2006; Müller et al., 2001; 

Zhao et al., 2015). De plus, dans le CCR, des résultats de notre équipe ont montré que 

l’expression de CXCR4 augmente avec les stades cliniques de la maladie suggérant un rôle 

dans le développement de métastases (Romain et al., 2014).  

Les résultats présentés dans la partie II ont montré qu’in vitro, le récepteur CXCR4 régule les 

premières étapes de la dissémination des cellules tumorales. Pour corroborer ces résultats et 

valider le rôle de CXCR4 dans la formation de métastases in vivo, nous avons évalué les 

conséquences de la perte de son expression dans la formation de métastases dans deux modèles 

de xénogreffes chez des souris immunodéprimées. Ces modèles sont des xénogreffes 

orthotopiques de cellules tumorales implantées dans la muqueuse du caecum et l’injection des 

cellules dans la veine de la queue. 

Le modèle orthotopique permet d’évaluer la capacité des cellules à former une tumeur primaire 

dans le côlon et les deux modèles orthotopique et intraveineux permettent d’évaluer la capacité 

de ces cellules à former des métastases dans le foie et les poumons.  

2. Matériels et méthodes 

2.1.  Xénogreffes des cellules tumorales dans des souris immunodéficientes 

Des souris immunodéficientes NSG (Nod Scid Gamma) (Charles River Laboraties) mâles et 

femelles, âgées de 6 à 18 semaines ont été hébergées dans un environnement dépourvu d'agents 

pathogènes selon les procédures approuvées par le comité d'éthique français (Cremeas, 

N°AL/85/92/02/13) dans une animalerie agréée (Agrément N°E67-482-21). 

Toutes les chirurgies ont été pratiquées sous un poste de sécurité microbiologique (PSM). Les 

souris ont été aléatoirement divisées en groupes de 8 à 13 souris puis injectées soit avec les 

cellules SW480 WT, du Clone 9-1, Clone 9-3 ou Clone 30-3. Comme contrôles négatifs, un 

groupe de souris est injecté avec le milieu de suspension des cellules (DMEM, contrôle milieu) 
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et un autre groupe de souris sur lesquelles les mêmes gestes chirurgicaux sont réalisés (ouvertes-

refermées) sans injection de cellules ou de milieu (contrôle chirurgie).  

2.1.1. Xénogreffes orthotopiques dans la muqueuse du caecum 

Les cellules tumorales sont récoltées à une densité de 5.106 cellules dans 100 µl de milieu de 

xénogreffes et sont maintenues dans la glace. Les souris âgées de 6 à 7 semaines sont 

anesthésiées par inhalation à l’isofluorane. Un analgésique (métacam 2 μl/g; Boeheringer 

Ingelheim) est injecté en intrapéritonéale puis la région d’intérêt de l’abdomen est rasée à la 

tondeuse électrique et désinfectée avec du sérum physiologique. Une petite incision de la peau 

de 2-3 cm est réalisée et le cæcum est extériorisé sur la gaze stérile et maintenu humide avec 

du sérum physiologique.  

L’injection des cellules est réalisée avec une aiguille de 26 gauge (Agani, #AN2613R1) dans la 

paroi du caecum, en y faisant des petites blessures par des mouvements légers de va-et-vient 

avec l’aiguille pour permettre une meilleure implantation des cellules. Après injection, les 

cellules qui seraient restées en surface sont absorbées avec la gaze et le cæcum est remis en 

place, la zone d’incision refermée et désinfectée. Les souris reçoivent une autre dose de 

métacam (2 μl/g) après l’opération et leur état au réveil est contrôlé. L’analgésique est à 

nouveau injecté 24 h après l’intervention chirurgicale et un suivi post-opératoire est 

régulièrement réalisé avec une pesée une fois par semaine. Seize semaines (~113 jours) après 

les greffes, la mise à mort des souris est effectuée par dislocation cervicale. Chez les souris pour 

lesquelles la présence d’une tumeur caecale ou de métastases hépatiques et/ou pulmonaires sont 

visibles macroscopiquement, les organes sont prélevés et fixés pour être inclus en paraffine 

pour l’immunohistochimie.  

Pour les souris chez lesquelles une tumeur ou des métastases ne sont pas visibles, les différents 

organes (caecum, poumons et foie) sont prélevés et congelés dans l’azote liquide et conservés 

à -80°C avant l’extraction de l’ADN pour quantifier les séquences Alu par qPCR. Deux 

expériences indépendantes ont été réalisées.   

2.1.2. Xénogreffes intraveineuses caudales 

L’injection des cellules se fait chez des souris vigiles et maintenues dans un tube de contention 

avec une façade perforée pour la respiration et une longueur réglable. Comme dans le modèle 

orthotopique, 5.106 cellules/100 µl de milieu sont injectées dans la veine de la queue chez des 

souris âgées de 6 à 18 semaines. Sept semaines (~50 jours) après les injections, les souris sont 

mises à mort et les organes prélevés selon le protocole décrit précédemment. Deux expériences  
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Séquences Alu Séquences (5’-3’) 

Amorces sens CACCTGTAATCCCAGCACTTT 

Amorces anti-sens CCCAGGCTGGAGTGCAGT 

Tableau 8. Séquences des amorces des séquences Alu. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 47. Courbe étalon pour la quantification des séquences Alu. 

Amplification par qPCR avec des concentrations de 0,00001 ng à 1 ng d’ADN génomique extrait des 

cellules SW480 sauvages. 
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indépendantes ont été réalisées. 

Milieu pour les xénogreffes : DMEM, 200 UI/ml de pénicilline/streptomicine, 80 µg/ml de 

gentamycine, 5 µg/ml de fungizone. 

2.2.  Analyse des séquences Alu 

2.2.1. Extraction de l’ADN génomique des tissus 

Les organes conservés à -80°C sont repris dans du tampon de lyse ATL (Kit Qiagen) pour un 

volume de 2 ml pour le caecum et le poumon et 5 ml pour le foie, puis broyés au Polytron 

jusqu’à dissociation du fragment. 900 µl de lysat sont prélevés auxquels sont ajoutés 100 µl de 

protéinase K (Qiagen). Le mélange est vortexé et incubé à 56°C sous agitation pendant la nuit 

jusqu’à la lyse complète des tissus. Après une centrifugation rapide, l’extraction est effectuée 

en ajoutant 500 µl de phénol saturé (Interchim) et 500 µl de chloroforme, puis le mélange est 

agité par retournements successifs. Après une centrifugation à 800 g pendant 10 min à 20°C, la 

phase aqueuse supérieure (~500 µl) est récupérée et un volume de 500 µl de phénol/chloroforme 

est ajouté. Le mélange est agité énergiquement à la main et la phase aqueuse est récupérée après 

une nouvelle centrifugation comme précédemment. À cette phase est ajouté le même volume 

de chloroforme, puis les solutions sont mélangées et centrifugées à la même vitesse pendant 10 

min à 20°C. L’ADN contenu dans le surnageant est précipité avec 2 volumes d’éthanol absolu 

et 134 mM d’acétate d’ammonium et incubé 30 min à -80°C. Après une centrifugation à 1 000 

g pendant 30 min à 4°C, l’ADN est lavé à l’éthanol 70% glacé puis centrifugé de nouveau 

pendant 30 min à 1 000 g à 4°C. Le culot est dissout à 37°C pendant la nuit dans du tampon 

Tris-EDTA (TE 1X) dans un volume de 500 µl pour le caecum et les poumons et 1 500 µl pour 

le foie. La concentration de l’ADN des échantillons est déterminée par un dosage au nanodrop 

avant de réaliser la qPCR. 

2.2.2. PCR quantitative (qPCR) pour la détection des séquences Alu 

Les séquences Alu sont des séquences d’ADN répétées d’environ 280 paires de bases dont la 

présence est restreinte au génome humain et des primates (Mighell et al., 1997). La 

quantification de ces séquences est réalisée par qPCR en utilisant 2 µl d’ADN génomique à 1 

ng, 1 µM d’amorces spécifiques de séquences Alu (Tableau 8) et du Master Mix QuantiTect 

SYBR Green PCR 1X (Qiagen) pour un volume réactionnel de 20 μl. Les réactions sont réalisées 

avec le programme décrit dans la « Partie I - qPCR pour l’expression des transcrits ». En 

parallèle, une gamme étalon (0,00001 ng à 1 ng) est réalisée avec de l’ADN génomique extrait 

de cellules SW480 WT (Figure 47). Cette gamme est utilisée pour quantifier l’ADN humain   
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présent dans les tissus murins, qui traduit la présence de cellules tumorales d’origine humaine. 

L’ADN des souris des groupes contrôles a permis de fixer un seuil de détection de 0,01 pg 

d’ADN humain. En-deçà de ce seuil, le signal est non spécifique. 

2.3.  Histologie et immunohistochimie 

2.3.1. Inclusion des tissus en paraffine 

Lors du prélèvement des organes, les tissus sont fixés dans la PFA 4% diluée dans du tampon 

phosphate pendant 2 h ou plus, selon la taille du fragment. Les tissus sont ensuite rincés 3 fois 

au PBS 1X pendant 5 min à température ambiante, puis gardés dans l’éthanol 75% pendant la 

nuit à 4°C ou directement déshydratés dans un bain croissant d’éthanol dans un automate de 

déshydratation (Myr STP120) (2x5 min dans l’éthanol 75%, 3x10 min dans l’éthanol 95%, 

3x15 min dans l’éthanol 100%), puis dans du toluène (2x15 min) et dans la paraffine chaude 

(2x30 min à 62°C). Des coupes de 5 μm réalisées au microtome sont déposées sur des lames de 

verre et séchées à 37°C et stockées à 4°C.  

Tampon phosphate 0,1 M pH 7,2 :  3,2g de NaH2PO4, 10,9 g de Na2HPO4, H2O qsp 1 000 ml. 

2.3.2. Histologie 

Pour évaluer la qualité histologique des tissus, une coloration hématolyline-éosine (H&E) est 

réalisée après déparaffinage des coupes dans un bain de toluène 2x15 min, réhydratation dans 

des bains d’alcool décroissant (1 passage rapide dans l’alcool 100%, 3 min dans l’alcool 100%, 

3 min dans l’alcool 95% puis 3 min dans l’alcool 70%) et 3 min dans l’eau courante. Les coupes 

sont colorées à l’hématoxyline de Harris pendant 5 min et rincées à l’eau courante pendant 5 

min, puis plongées 5 à 10 sec dans 1/1 000 de HCl dans l’éthanol 96% et rincées à l’eau courante 

pendant 20 min. La coloration éosine-érythrosine se fait pendant 15 secondes suivi d’un rinçage 

à l’eau courante. Une fois les lames séchées, elles sont montées sous lamelle avec la résine 

eukitt pour l’observation au microscope optique. 

2.3.3. Immunohistochimie 

Pour les marquages immunohistochimiques, les lames sont déparaffinées et réhydratées comme 

précédemment, avant de démasquer les sites antigéniques au micro-onde à 750 W dans du 

tampon de citrate pendant 10 min. Une fois refroidies, les lames sont rincées au PBS 1X pendant 

10 min et après 3 lavages de 5 min au PBS 1X-Triton 0,1% (tampon de lavage) sous agitation, 

saturées en présence de NGS ou NDS et incubées avec les anticorps primaires (Tableau 9) 

comme décrit dans la « Partie II - Immunofluorescence ». Les lames rincées par 3 lavages de  
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Anticorps Dilution Références 

Souris anti-CXCL12 1/100 R&D, # MAB350 

Rat anti-CXCR4 1/200 Invitrogen, #14-9991-82 

Lapin anti-CXCR7 1/200 Thermo Fisher, # PA1-29377 

Lapin anti-CDX2 1/1 000 Abcam, #76541 

Souris anti-β-Caténine 1/500 BD, #610154 

Chèvre anti-lapin biotinylé 1/200 Vector, #BA-1000-1.5 

Chèvre anti-rat biotinylé 1/200 Vector, #BA-9401-.5 

 

Tableau 9. Liste des anticorps utilisés en immunohistochimie.  
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5 min au PBS 1X sous agitation, sont incubées avec les anticorps secondaires biotinylés 

(Tableau 9) pendant 1 h puis lavées 3 fois 5 min et séchées. La péroxydase endogène est bloquée 

avec 0,5% de peroxyde d’hydrogène (H2O2) dans du méthanol pendant 30 min dans une 

chambre humide. Les coupes, incubées 1 h avec le complexe avidine-biotine (ABC) 

(VecTastain ABC kit, #PK-4000) lui-même préalablement incubé pendant 30 min à 

température ambiante, sont lavées 3 fois 5 min et l’activité de la peroxydase est révélée en 

présence de 0,3 mg/ml de diaminobenzidine (DAB) pendant 10 min à l’abri de la lumière. Les 

lames sont lavées à l’eau courante puis à l’eau distillée avant de les contre-colorer à 

l’hématoxyline pendant 5 s. Elles sont montées sous lamelle avec la colle de montage eukitt et 

observées au microscope optique. 

Tampon citrate 10 mM pH 6 : 0,4 g d’acide citrique et 2,44 g de Na citrate, H2O qsp 2 000 

ml. 

2.4.  Analyses statistiques 

Les données sont représentées sous la forme moyenne ± SEM (erreur standard de la moyenne) 

et la détermination des p-values a été réalisée avec le logiciel GraphPad Prism 5. Les 

comparaisons statistiques de deux groupes sont réalisées par le test non paramétrique de Mann-

Whitney U.  

3. Résultats 

3.1.  Quantification de tumeurs caecales, de métastases pulmonaires et hépatiques 

par analyse des séquences Alu 

3.1.1. Xénogreffes dans la muqueuse caecale 

Dans le but d’évaluer l’impact fonctionnel de la perte/baisse d’expression de CXCR4 in vivo, 

les cellules SW480 sauvages et des différents clones invalidés pour CXCR4 ont été injectées 

dans la muqueuse du caecum chez des souris immunodéprimées NSG. Les résultats présentés 

ne concernent que les xénogreffes réalisées avec les cellules SW480 WT et le Clone 9-3. Les 

raisons de ce choix seront développées dans la discussion.  

Seize semaines après les implantations, le potentiel tumoral des cellules est constaté par la 

présence d’une tumeur dans le caecum et/ou de métastases hépatiques et/ou pulmonaires 

macroscopiquement par la présence de taches blanches sur les organes, tâches qui sont des 

signes de nécrose (résultats non montrés). Les tumeurs et les micrométastases non visibles 

macroscopiquement, sont recherchées par quantification des séquences Alu, qui témoignent de 

la présence de cellules d’origine humaine et donc de cellules tumorales.  
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Figure 48. Détection d’ADN tumoral humain dans les xénogreffes orthopiques chez la souris. 

Quantification de l’ADN tumoral des tumeurs caecales (A) et les métastases pulmonaires (B) et hépatiques 

(C) chez des souris NSG injectées dans la muqueuse du caecum avec les cellules SW480 WT (n=6 et 7) et 

le Clone 9-3 (n=8). Ctl : souris avec injection de milieu (n=2) et souris ouvertes-fermées (n=2). *p<0,05; 

**p<0,01; ns: non significatif.   
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Les résultats montrent que dans le caecum des souris injectées avec le Clone 9-3, la charge 

tumorale est inférieure (0,56 pg d’ADN humain en moyenne) à celle des souris greffées avec 

les cellules SW480 sauvages (111,5 pg d’ADN humain en moyenne) (Figure 48A). Pour les 

métastases, des foyers se développent préférentiellement dans le foie plutôt que dans les 

poumons, puisque la quantité moyenne d’ADN détectée est 5 à 6 fois plus importante, quelles 

que soient les cellules injectées. Par ailleurs, la quantité de séquences Alu pulmonaires est 

fortement réduite dans les souris greffées avec les cellules invalidées pour CXCR4 (moyenne 

de 0,037 pg d’ADN humain) versus les souris implantées avec les cellules SW480 sauvages 

(moyenne de 0,125 pg d’ADN humain) (Figure 48B). Des résultats similaires sont retrouvés 

pour les métastases hépatiques avec une moyenne de 0,201 pg d’ADN humain détecté chez les 

souris implantées avec le Clone 9-3 contre 0,799 pg pour les souris implantées avec les cellules 

SW480 sauvages, même si cette différence n’est pas significative (Figure 48C). 

Dans tous les cas, la concentration des séquences Alu dans les organes (caecum, poumons, foie) 

est toujours supérieure à celle trouvée chez les souris contrôles (contrôle milieu et chirurgie ; 

0,01 pg d’ADN humain en moyenne) (Figure 48A à C).  

Ces résultats montrent que la perte d’expression de CXCR4 dans des cellules injectées dans la 

muqueuse caecale, réduit la formation de tumeurs primaires et de métastases pulmonaires et 

hépatiques.  

3.1.2. Xénogreffes dans la veine de la queue 

Nous avons réalisé des xénogreffes par injection des cellules SW480 sauvages et du Clone 9-3 

directement dans la veine de la queue des souris. Sept semaines après les injections, la 

quantification des séquences Alu montre une diminution du nombre de cellules humaines et 

donc de métastases dans les poumons avec le Clone 9-3 (1,40 pg d’ADN humain en moyenne) 

par rapport à 33,55 pg d’ADN humain détecté chez les souris injectées avec les cellules SW480 

sauvages. Cette quantité est supérieure à celle trouvée chez les souris contrôles (0,01 pg 

d’ADN) (Figure 49). Contrairement au modèle orthotopique, ni les cellules SW480 sauvages, 

ni celles du Clone 9-3 ne migrent dans le foie puisque la quantité d’ADN tumoral est au même 

niveau que celui des souris contrôles (0,01 pg d’ADN) (Figure 49), à l’exception de 2/8 des 

souris injectées avec le Clone 9-3 qui ont une quantité d’ADN tumorale supérieure au seuil de 

détection de 0,01 pg. 

En conclusion, l’injection des cellules tumorales n’exprimant plus CXCR4, directement dans 

la circulation sanguine, réduit la formation de métastases dans les poumons.  
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Figure 49. Détection d’ADN tumoral humain dans les xénogreffes intraveineuses chez des souris. 

Quantification de l’ADN tumoral dans les métastases pulmonaires (A) et hépatiques (B) chez des souris NSG 

injectées dans la veine de la queue avec les cellules SW480 WT (n=8) et le Clone 9-3 (n=8). Ctl : souris avec 

injection de milieu (n=2) et souris ouvertes-fermées (n=2). **p<0,01; ns: non significatif.   
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Figure 50. Histologie du caecum, poumon et foie par coloration hématoxyline-éosine (H&E). 

Tissus sains d’une souris contrôle (injectée avec le milieu) (A-C) et détection de cellules tumorales chez une 

souris injectée avec les cellules tumorales SW480 WT (D-F). Agrandissement de la métastase pulmonaire 

(encart) (E). Les flèches noires indiquent les cellules tumorales dans le caecum, le poumon et le foie (D-F) 

et la flèche rouge indique une zone de nécrose dans le foie (F).  
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3.2.  Détection des tumeurs caecales, de métastases pulmonaires et hépatiques par 

histologie et immunohistochimie 

Pour analyser la structure histologique des tissus et confirmer la présence de tumeurs et de 

métastases, des coupes de caecum, poumon et foie ont été colorées à l’hématoxyline-éosine 

(H&E). Les résultats présentés pour une souris sont représentatifs de l’ensemble des souris. Le 

caecum des souris contrôles (contrôle milieu ou chirurgical) présente une muqueuse avec des 

cryptes d’architecture normale (Figure 50A) et sans anomalie cellulaire visible dans les 

poumons et le foie (Figure 50B,C). Par contre, après implantation de cellules SW480 sauvages, 

la muqueuse caecale est déstructurée avec la disparition des cryptes et un empilement de 

couches de cellules; ces éléments témoignent la présence d’une tumeur (Figure 50D). Par 

ailleurs, dans le poumon, une micrométastase est visible et se caractérise par la présence d’un 

amas compact de cellules avec une coloration plus intense que celle des cellules saines (Figure 

50E). Dans le foie, les cellules des métastases forment une masse dense avec une large zone de 

nécrose en son centre (Figure 50F).  

Pour confirmer la présence de cellules épithéliales tumorales dans le caecum, deux marquages 

sont réalisés à savoir l’expression de CXCL12, qui n’est plus exprimée dans les cellules SW480 

sauvages et l’expression de la β-caténine dont l’expression membranaire dans les cellules 

saines, devient nucléaire dans les cellules tumorales.  En effet, CXCL12 est exprimée dans les 

cryptes saines alors que son expression est perdue dans les cryptes déstructurées (Figure 51A, 

flèches). À noter la persistance de quelques cellules normales en bordure de la tumeur qui 

continuent d’exprimer CXCL12. Le marquage de la β-caténine est membranaire dans les 

cryptes ayant une architecture de cryptes saines (Figure 51B, flèches) alors qu’il devient 

nucléaire dans une zone à l’aspect plus déstructuré (Figure 51B, têtes de flèche); ce marquage 

nucléaire est caractéristique de cellules tumorales coliques et valide la présence de cellules 

tumorales dans la muqueuse. L’expression de CDX2, facteur de transcription spécifique des 

cellules intestinales, permet de détecter des cellules tumorales dans des organes autres que 

l’intestin. En effet, l’expression de CDX2 dans le foie et les poumons (Figure 51C,D) témoigne 

de la présence de métastases formées à partir de cellules coliques.  

Enfin, il était nécessaire de vérifier le maintien de la perte d’expression de CXCR4 dans les 

tumeurs caecales et les métastases après implantation des cellules chez les souris. Si 

l’expression membranaire de CXCR4 est bien maintenue dans les tumeurs issues des cellules 

SW480 sauvages, elle disparaît dans les tumeurs formées par le Clone 9-3 invalidé pour CXCR4 

(Figure 51E,F). De même, nous avons remarqué une persistance de l’expression de CXCR4   
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Figure 51. Expression protéique de CXCL12, β-caténine, CDX2, CXCR4 et CXCR7 par 

immunohistochimie.  

Expression de CXCL12 par les cellules de la muqueuse saine et certaines cellules en bordure de la tumeur 

(flèches) (A). Expression de la β-caténine avec un marquage membranaire dans les cellules de la muqueuse 

saine caecale (flèche) et nucléaire dans les cellules tumorales (têtes de flèche) (B). Expression nucléaire de 

CDX2 dans les zones métastatiques pulmonaires (C) et hépatiques (D). Expression membranaire de CXCR4 

(flèches) (E-G) et de CXCR7 (H-I) dans le caecum d’une souris injectée avec les cellules SW480 WT (E,H), 

le Clone 9-3 (F,I) et le Clone 30-3 (G).  
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dans certaines cellules de la tumeur caecale formée après injection du Clone 30-3 (Figure 51G, 

flèches). Cette persistance est en accord avec les données d’expression protéique in vitro 

(cytométrie en flux, western blot et d’immunofluorescence – Partie I), qui ont montré que 

l’expression de CXCR4 dans le Clone 30-3 n’est que partiellement perdue. Dans les métastases 

pulmonaires et hépatiques le marquage de CXCR4 est comparable à celui du caecum (résultats 

non montrés). 

Concernant l’expression de CXCR7, le marquage est plutôt ponctiforme dans les tumeurs des 

cellules SW480 sauvages et assez homogène pour celles du Clone 9-3 (Figure 51H,I). 

Cependant la qualité du marquage, sans doute due à l’anticorps, permet difficilement de tirer 

des conclusions sur la localisation et l’intensité du marquage. Il aurait été possible de réaliser 

une immunofluorescence mais dans ce cas, il n’est pas possible de bien identifier les structures 

tissulaires, à savoir les zones tumorales, les zones saines ou stromales. 

4. Discussion 

Dans le domaine de l’oncologie, le développement de modèles d’étude a été nécessaire pour 

comprendre les mécanismes de formation de métastases et ces modèles sont également d’une 

importance majeure afin d’évaluer l’efficacité de nouveaux traitements.  

Pour étudier le rôle de CXCR4 dans la dissémination métastatique du CCR, nous avons utilisé 

des xénogreffes orthotopiques dans le caecum et des xénogreffes par injection des cellules 

directement dans la circulation sanguine.  

Nos résultats montrent que la perte d’expression de CXCR4 n’empêche pas la formation d’une 

tumeur primaire avec les xénogreffes orthotopiques. Par contre, si la migration des cellules dans 

les organes à distance persiste, elle est fortement réduite avec les deux modes d’injection des 

cellules. Ces résultats sont en accord avec ceux de l’étude de Zeelenberg et al., qui décrit 

l’implication de CXCR4 dans l’expansion des micrométastases hépatiques de CCR plutôt que 

dans l’invasion elle-même (Zeelenberg et al., 2003). En effet, ces auteurs montrent qu’en 

bloquant l’adressage de CXCR4 à la membrane, les cellules arrivent à coloniser le foie et les 

poumons après injection intraveineuse caudale mais elles ne prolifèrent pas. En parallèle, les 

auteurs ont montré que l’injection de cellules n’exprimant pas CXCR4, permet la formation de 

micrométastases qui évoluent en macrométastases, cette expansion étant causée par 

l’augmentation de l’expression de CXCR4 induite par le microenvironnement métastatique. 

Il a également été montré qu’une expression élevée de CXCR4 par des cellules tumorales 

coliques dans le microenvironnement hépatique, active les cellules stellaires hépatiques 

(Hepatic Stellate Cells ou HSC) pour libérer CXCL12, qui elle-même va stimuler la sécrétion 
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du TGF-β1 par les cellules tumorales pour induire la différenciation des HSC en CAF et 

favoriser la formation des métastases (Tan et al., 2020). 

Dans le modèle orthotopique, les cellules sauvages et invalidées pour CXCR4 colonisent 

préférentiellement le foie, organe principalement touché dans le CCR chez l’Homme (Hess et 

al., 2006), alors que dans le modèle intraveineux, les métastases ne se développent que dans les 

poumons. Le site d’implantation des cellules peut expliquer le développement préférentiel dans 

les poumons pour l’injection dans la veine caudale. En effet, la circulation sanguine dans la 

queue oriente plus rapidement les cellules vers les poumons alors que dans le modèle 

orthotopique, les cellules se rejoignent dans le système porte hépatique qui détourne la quasi-

totalité du sang veineux provenant de la rate et des organes du système digestif vers le foie, 

facilitant l’entrée des cellules tumorales dans cet organe. 

Mais on peut également proposer que la migration directionnelle poumon-spécifique dans le 

modèle intraveineux pourrait être dirigée par le récepteur CXCR7. En effet, il est décrit que 

CXCR7 favorise la dissémination tumorale des cellules injectées dans la veine de la queue vers 

les poumons uniquement puisque des antagonistes dirigés contre CXCR7 inhibent la formation 

de métastases pulmonaires sans impacter celles formées dans le foie (Guillemot et al., 2012).  

En général, les modèles orthotopiques sont des modèles qui miment la maladie humaine avec 

une assez bonne fidélité puisqu’ils permettent le développement de la tumeur dans sa 

localisation naturelle, même si la contribution du système immunitaire est absente. 

L’implantation des cellules dans la muqueuse du caecum a été décrite par Tseng et al., en 2007 

(Tseng et al., 2007) et la méthode a été développée au laboratoire par des anciens doctorants 

(Reita et al., 2019). D’après ces expériences, le temps nécessaire pour le développement d’une 

tumeur était de 7 semaines (~50 jours) et une palpation était suffisante pour détecter la tumeur 

caecale. Dans notre projet, les premières xénogreffes avaient été effectuées avec les Clone 9-1 

et Clone 30-3. Malheureusement, elles ont été réalisées dans les semaines précédant le début 

du premier confinement de la pandémie du Covid 19 et au bout de 7 semaines, aucune tumeur 

n’était palpable. Nous avons donc prolongé la procédure à 11 semaines. Après cette 

prolongation et en l’absence de tumeur visible dans le caecum, les organes n’ont été prélevés 

que chez les souris chez lesquelles une tumeur/métastase était macroscopiquement visible (3 

souris pour les cellules SW480 sauvages, 3 souris pour le Clone 9-1 et 1 souris pour le Clone 

30-3). Ce nombre insuffisant d’échantillons n’a pas permis de faire une analyse statistique et 

en raison du nombre trop faible de souris ayant développé une tumeur et des métastases, les 

expériences suivantes ont été prolongées au-delà de 11 semaines, jusqu’à 16 semaines. Les 
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différences entre les expériences passées et nos expériences pourraient être dues au nombre plus 

important de repiquages des cellules, ayant entrainé une perte de la capacité de celles-ci à 

former des tumeurs et des métastases in vivo.   

Pour le modèle intraveineux, modèle moins contraignant sur le plan chirurgical et le plus 

couramment utilisé, il a fallu définir le temps nécessaire pour obtenir des métastases à partir 

des données de la littérature. Nous avons mené une étude pilote avec un arrêt de la procédure 

après 4, 7 et 10 semaines. À l’issue de cette étude, nous avons constaté que 4 semaines étaient 

insuffisantes pour former des métastases, et qu’après 10 semaines, la charge tumorale était 

similaire qu’après 7 semaines. Il faut noter que pour ce modèle, il était difficile d’envisager de 

garder les souris au-delà de 10 semaines, car elles développent très rapidement (au bout de deux 

semaines pour certaines) des tumeurs locales non loin de la zone d’injection des cellules 

(jonction de la queue à l’abdomen, au niveau dorsal, cuisse) et elles peuvent atteindre le point 

limite de 1 000 mm3 à 10 semaines. 

L’histologie a montré qu’une tumeur se développe dans la muqueuse caecale chez la grande 

majorité des souris pour les xénogreffes orthotopiques. Nous avons réalisé des marquages 

immunohistochimiques avec des marqueurs dont l’expression ou la localisation cellulaire 

dépend du statut normal ou tumoral des cellules, comme pour CXCL12 et la β-caténine, ou un 

marqueur spécifique des cellules épithéliales coliques, comme le facteur de transcription CDX2 

(Saad et al., 2011). Nous observons bien que l’expression membranaire et nucléaire de la β-

caténine identifie respectivement les cellules normales et les cellules tumorales dans le caecum. 

Le rôle oncogénique de la β-caténine est bien décrit et son expression nucléaire chez plusieurs 

patients atteints de CCR est un indicateur de mauvais pronostic (Elzagheid et al., 2008). De 

plus, sa délocalisation vers le noyau corrèle avec la transition progressive de l’état bénin vers 

un état malin (Bhattacharya et al., 2019). 

Pour CXCL12, des travaux du laboratoire ont montré une expression suivant un gradient de 

concentration de la base vers la surface des cryptes (Romain et al., 2017) qui permet la 

migration directionnelle des cellules lors du renouvellement constant de l’épithélium (Smith et 

al., 2005). Les mêmes travaux ont montré une perte d’expression dans les CCR humains et dans 

les cellules SW480 sauvages (Romain et al., 2017). Dans nos expériences, CXCL12 reste 

exprimé dans les cellules épithéliales saines mais disparait dans les cellules des tumeurs 

caecales. Cette absence d’expression dans les tumeurs formées est cohérente avec la lignée 

SW480 qui n’exprime pas CXCL12. 
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Dans la progression tumorale, le microenvironnement tumoral est le siège de multiples 

échanges de signaux favorisant l’implantation des cellules tumorales dans un organe à distance 

(Joyce and Pollard, 2009). De ce fait, nous avons confirmé que l’implantation des cellules chez 

des souris n’affecte pas l’expression des récepteurs des différents clones injectés, puisque la 

perte d’expression de CXCR4 est maintenue dans les tumeurs formées par les cellules 

invalidées pour CXCR4, et d’un autre côté, le récepteur reste exprimé que dans certaines 

cellules des tumeurs issues du clone dépourvu partiellement de son expression.  

L’ensemble de ces données suggère que l’expression de CXCR4 n’est pas nécessaire pour 

l’implantation des cellules tumorales dans le caecum, le foie et les poumons mais qu’elle 

pourrait potentialiser les effets de CXCR7 dans la formation de tumeurs primaires coliques et 

de métastases hépatiques et pulmonaires.  

5. Conclusion et perspectives 

En conclusion, nous avons montré que le récepteur CXCR4 est impliqué dans la régulation de 

la formation de tumeurs primaires et métastases coliques. Nous avons également trouvé que 

dans le modèle orthotopique, dans lequel les cellules sont implantées dans la muqueuse caecale 

des souris, les cellules migrent préférentiellement dans le foie, alors que lorsque les cellules 

sont injectées dans la veine de la queue, les métastases ne se développent que dans les poumons. 

Le fait que l’absence d’expression de CXCR4 n’empêche pas la dissémination suggère une 

implication de CXCR7. Il serait intéressant de réaliser des xénogreffes intra-caecales et 

intraveineuses avec les cellules SW480 WT pour évaluer les effets d’antagonistes de CXCR4 

et CXCR7 sur le potentiel tumoral et métastatique des cellules.  
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Le but de ces travaux a été d’étudier l’implication de l’axe de la chimiokine CXCL12 et ses 

deux récepteurs CXCR4 et CXCR7 dans la formation de métastases du cancer colique.  

Pour déterminer le rôle respectif de chacun des récepteurs, nous avons utilisé la technique 

CRISPR-Cas9 dans la lignée colique SW480 dans le but de générer des cellules invalidées pour 

l’un et/ou les deux récepteurs. Nous avons obtenu des clones ayant perdu l’expression de 

CXCR4, par contre, aucun clone n’a été invalidé pour CXCR7 ou les deux récepteurs. Cette 

perte d’expression étant probablement causée par une perte allélique d’un fragment du 

chromosome sur lequel est localisé le gène de CXCR4, un séquençage du génome de chaque 

clone permettrait de rechercher des évènements génomiques qui expliqueraient une perte totale 

dans un clone et partielle dans un autre.   

Par ailleurs, nous avons montré que la perte d’expression de CXCR4 n’affecte pas la 

prolifération cellulaire, mais elle diminue fortement la capacité de migration, d’invasion et de 

migration trans-endothéliale des cellules in vitro. Suite à la perte d’expression de CXCR4, 

certains changements cellulaires et moléculaires comme la relocalisation de protéines 

d’interactions cellulaires, la diminution de l’expression de certaines métalloprotéases, des 

intégrines α5 et αv et de l’activation de Rac1, pourraient conduire à inhiber la migration et 

l’invasion. De plus, la perte de CXCR4 entraîne un défaut d’activation de la signalisation Akt, 

alors que la voie Erk1/2 est modérément affectée après stimulation avec le ligand CXCL12. 

D’autre part, certaines altérations n’étaient pas cohérentes avec l’inhibition de la capacité des 

cellules à disséminer. Dans le but d’apporter la lumière sur ces différences moléculaires, il serait 

nécessaire de réaliser un RNAseq, pour analyser les gènes différentiellement exprimés dans les 

clones dépourvus de l’expression de CXCR4 versus les cellules sauvages et identifier les gènes 

altérés associés à des voies de signalisation spécifiques en faveur d’une dissémination tumorale. 

De l’autre côté, les conséquences fonctionnelles in vivo de la perte de CXCR4 dans des 

xénogreffes orthotopiques sont une forte diminution de la formation de tumeur primaire caecale 

et de métastases pulmonaires et hépatiques. De même l’injection par voie intraveineuse de 

cellules dépourvues de CXCR4, inhibe spécifiquement la formation de métastases pulmonaires. 

L’ensemble de ces travaux a permis de montrer que le récepteur CXCR4 est impliqué dans la 

régulation de la dissémination métastatique des cellules tumorales coliques. Cependant, en 

l’absence de perte d’expression de CXCR7, il n’a pas été possible de bien dissocier les effets 

spécifiques à chaque récepteur. Néanmoins, le rôle de CXCR7 a été conforté dans des 

expériences utilisant un neutraligand de CXCL12 ou un antagoniste du récepteur puisque le 
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traitement avec ces molécules réduit efficacement le potentiel invasif (migratoire et invasif) des 

cellules.  

Sur le plan fonctionnel, pour mieux étudier le rôle des deux récepteurs, le modèle idéal serait 

un modèle de développement spontané de tumeurs intestinales et de formation de métastases. 

Dans ce but, la génération des souris issues de croisement de souris portant une invalidation 

conditionnelle des gènes des récepteurs spécifiquement dans les cellules intestinales (souris KO 

CXCR4 et/ou CXCR7/Villine/CreERT2) (Zimmerman et al., 2011) avec des souris 

NICD/TP53-/- (Chanrion et al., 2014) devra être réalisée. 

En outre, ces données devraient ouvrir la possibilité à de nouvelles perspectives quant au 

ciblage thérapeutique de l’interaction de CXCL12 avec ses deux récepteurs dans la thérapie 

anti-cancéreuse. Dans ce contexte, il serait intéressant d’évaluer les effets de la chalcone 4 sur 

des xénogreffes in vivo et ensuite, sur de longs termes, de tester cette molécule combinée à des 

thérapies déjà en cours (chimiothérapie conventionnelle et/ou immunothérapie) dans le cadre 

d’une thérapie ciblée chez des patients présentant des métastases pour améliorer l’efficacité des 

traitements. 
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Implication de l’axe CXCL12/CXCR4/CXCR7 dans la 

dissémination métastatique du cancer colique 

 

Résumé 

Bien que des stratégies de dépistages et des nouvelles combinaisons de traitements aient été 

mises en place, la survie des patients présentant des métastases au diagnostic reste encore faible. 

La chimiokine CXCL12 et ses récepteurs CXCR4 et CXCR7 sont décrits pour leur implication 

dans plusieurs cancers mais le rôle spécifique de chaque récepteur reste encore à préciser.  

Pour préciser leur rôle respectif dans la dissémination métastatique du cancer colique, nous 

avons cherché à invalider les gènes de CXCR4 et/ou CXCR7 par CRISPR-Cas9. Parmi les 

clones générés, nous avons obtenu des clones ayant perdu totalement ou partiellement 

l’expression de CXCR4 mais aucun clone invalidé pour CXCR7 ou les deux récepteurs. 

En étudiant les conséquences fonctionnelles de cette invalidation, nous avons montré qu’in 

vitro, la perte/baisse de l’expression de CXCR4 n’a pas d’impact sur la prolifération cellulaire, 

mais elle diminue fortement la migration, l’invasion et la migration trans-endothéliale des 

cellules. D’autre part, nous avons montré que cette perte/diminution d’expression affecte 

l’expression de certaines MMP, intégrines, gènes de l’EMT et inhibe l’activation de la Rac1 et 

de la voie de signalisation associée à Akt et dans une moindre mesure celle associée à Erk1/2. 

Par ailleurs, in vivo, la perte de CXCR4 diminue fortement la formation de tumeurs caecales et 

de métastases hépatiques et pulmonaires dans des xénogreffes orthotopiques et intraveineuses 

chez la souris. 

Mots clés : CXCL12, CXCR4, CXCR7, tumeurs, métastases, CRISPR-Cas9. 
 

 

Résumé en anglais 

Although screening strategies and new treatment combinations have been developed, the 

survival of patients with metastatic disease at diagnosis remains poor. The chemokine CXCL12 

and its receptors CXCR4 and CXCR7 have been described to be involved in several cancers 

but the specific role of each receptor remains to be clarified.  

To precise their respective roles in the metastatic dissemination of colon cancer, we aimed to 

invalidate the CXCR4 and/or CXCR7 genes by CRISPR-Cas9. Among the clones generated, 

we obtained clones that totally or partially lost CXCR4 expression but no clones invalidated for 

CXCR7 or both receptors. 

By studying the functional consequences of this invalidation, we showed that in vitro, the 

loss/decrease of CXCR4 expression does not impact cell proliferation, but it strongly reduces 

migration, invasion and trans-endothelial migration of cells. Furthermore, we have shown that 

this loss/decrease of expression affects the expression of certain MMPs, integrins, EMT genes 

and inhibits the activation of Rac1 and the Akt-associated signaling pathway and to a lesser 

extent the one related to Erk1/2. Furthermore, in vivo, loss of CXCR4 strongly inhibits caecal 

tumor formation and liver and lung metastasis in orthotopic and intravenous xenografts in mice. 
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