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Résumé

Le gene VE-statine/egfl7 a été découvert au sein du laboratoire en 2003 et il est
majoritairement exprimé par les cellules endothéliales au cours du développement embryonnaire et du
remodelage vasculaire. Plusieurs publications ont montré l'implication de la VE-statine dans la
formation des vaisseaux. L'expression de la VE-statine par des tumeurs humaines a récemment été
décrite, et une forte expression est associée avec un haut grade tumoral, un fort taux métastatique et

un mauvais pronostic dans les hépatocarcinomes, les gliomes et les tumeurs colorectales.

L'objectif de ma these a été d'étudier I'effet de la VE-statine dans la croissance et dans
'angiogenese tumorales. Pour cela, nous avons surexprimé la VE-statine dans une lignée tumorale
murine issue d’un carcinome mammaire (4T1) et une lignée issue d’un carcinome pulmonaire (LLC1).
Nous avons étudié les caractéristiques de ces cellules tout d’abord in vitro, puis in vivo dans deux
modeéles murins de tumorigenése expérimentale. La surexpression de la VE-statine induit une
augmentation de la croissance tumorale et de I'invasion métastatique in vivo. Les vaisseaux sanguins
tumoraux sont légérement modifiés dans les tumeurs surexprimant la VE-statine, avec une
augmentation de la microdensité vasculaire et de la perméabilité vasculaire. Les tumeurs
surexprimant la VE-statine sont moins infilirées par les cellules de I'immunité et les molécules
d’adhérence endothéliales ICAM-1 et VCAM-1 sont réprimées au niveau des vaisseaux tumoraux. Par
un modéle de tumorigenése chez des souris immunodéficientes, nous avons montré que I'effet pro-
tumoral de la VE-statine dépendait de la présence d’'un systeme immunitaire fonctionnel. Des tests in
vitro d’adhérence de lymphocytes sur des cellules endothéliales ont montré que la VE-statine inhibe
'expression des molécules d'adhérence ICAM-1, VCAM-1 et E-sélectine dans les cellules
endothéliales normales, non activées, ce qui a pour conséquence de diminuer I'adhérence

leucocytaire.

La VE-statine est donc un répresseur de l'activation de I'endothélium normal. Dans un
contexte tumoral, I'expression de la VE-statine par les cellules cancéreuses permet a la tumeur

d’échapper au systéeme immunitaire et favorise donc la progression tumorale.
Mots clé : VE-statine, cancer, endothélium, adhérence leucocytaire
Laboratoire :  Unité CNRS — UMR8161 — Institut de Biologie de Lille

1 rue du Professeur Calmette
59021 Lille Cedex
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ROLE OF VE-STATIN (EGFL7) IN TUMORIGENESIS:
REPRESSION OF ENDOTHELIAL CELL ACTIVATION AND ROLE IN
TUMOR ESCAPE FROM IMMUNITY

Abstract

VE-statin/egfl7 was discovered by our team in 2003. It is specifically expressed by endothelial
cells during embryonic development and vascular remodelling. Several publications have described
the role of VE-statin in vessel formation. VE-statin expression by human tumors has been recently
associated with a higher grade and metastatic score and with a poorer prognosis in hepatocellular
carcinoma, glioma and colorectal cancer.

The aim of my work was to study the functions of VE-statin in tumor growth and angiogenesis.
VE-statin was overexpressed in a mouse mammary carcinoma cell line (4T1) and in a mouse lung
adenocarcinoma cell line (LLC1). The properties of these cells were studied in vitro and in vivo with
two mouse models of experimental tumorigenesis. Overexpression of VE-statin promotes tumor
growth and metastasis in vivo. Blood vessels are slightly modified in tumors which overexpress VE-
statin. Microvessel density and blood vessel permeability are increased. Tumors expressing VE-statin
are much less infiltrated by immune cells and adhesion molecules ICAM-1 and VCAM-1 are repressed
in their blood vessel endothelial cells. We show that the pro-tumoral effect of VE-statin is dependent
on the existence of a functional immune system, as the effect is abolished when tumor cells are
injected in immunosuppressed mice. In in vitro leukocyte-endothelial cell adhesion assays, VE-statin
inhibits the expression of ICAM-1, VCAM-1 and E-selectin by normal, non activated, endothelial cells,

which reduces lymphocyte adhesion.
VE-statin is thus a repressor of endothelial cell activation. When placed in a tumor context,

VE-statin expression by tumor cells results in an escape from immunity and a better tumor growth.

Key words: VE-statin, cancer, endothelium, leukocyte adhesion
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EGFL7 : EGF-Like domain 7

EGFR : EGF Receptor

EMI : EMILIN

EMRL1 : EGF-like module-containing, mucin-like hormone receptor 1
EREG : Epiréguline

ERM : Ezrine, Radixine, Moésine

EOMA : Mouse hemangioendothelioma endothelial cells
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HER-2 : Human Epidermal Growth Factor Receptor-2
Hey : Hairy/enhancer-of split related with YRPW motif
HGF : Hepatocyte Growth Factor
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IFN : Interféron
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MCP : Monocyte Chimioattractant Protein

MDK : Midkine

MDSC : Myeloid-Derived Suppressor Cells

MEC : Matrice ExtraCellulaire

MEF : Mouse Embryonic Stem Cell

MIG : Monokine Induced by Gamma interferon
MIP-1a : Macrophage Inflammatory Protein 1 a
miR : Micro-ARN
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AVANT-PROPOS

La VE-statine/EGFL7 est une protéine, découverte au sein du laboratoire, majoritairement
exprimée par les cellules endothéliales au cours du développement embryonnaire et du remodelage
vasculaire. Plusieurs publications ont montré son implication dans la formation des vaisseaux.

A mon arrivée dans I'équipe fin 2008, trés peu de données reliaient la VE-statine au cancer.
Cependant, une expression de la VE-statine dans des tumeurs du poumon et du rein avait été
rapportée. De plus, étant donné que I'angiogenese est indispensable au développement tumoral, le
réle de la VE-statine dans la formation physiologique de vaisseaux sanguins laissait suspecter un
potentiel réle de cette protéine dans la tumorigenése. L'objectif de ma thése a donc été d’étudier, pour
la premiere fois, I'effet de la VE-statine dans la croissance et dans I'angiogenése tumorales a I'aide de

modéles de tumorigenése expérimentale.

L'introduction bibliographique est découpée en trois chapitres. Dans la premiére partie, les
caractéristiques des cellules cancéreuses et limportance du microenvironnement dans la
tumorigenése sont présentées, puis l'angiogenese physiologique et tumorale sont décrites. La
deuxiéme partie est consacrée a la réponse immunitaire anti-tumorale, avec notamment une partie qui
décrit le réle de I'endothélium dans la réponse immunitaire anti-tumorale. Enfin, je décris les

connaissances actuelles sur la VE-statine.

La partie expérimentale porte sur I'étude de l'effet de la VE-statine dans la tumorigenése.
Dans un premier temps, je décris les résultats obtenus par la premiére stratégie de surexpression de
la VE-statine par les cellules tumorales, ainsi que les problémes techniques rencontrés. La deuxiéme
partie est consacrée aux résultats obtenus avec une autre stratégie de surexpression. La derniere
partie décrit le role de la VE-statine dans I'adhérence des cellules immunitaires. La deuxiéme et
troisieme partie concernent des travaux expérimentaux effectués avec le Dr Sébastien Pinte,
chercheur post-doctorant au sein de I'équipe de recherche. Ces résultats font I'objet d’une publication

en co-premier auteur en révision dans Cancer Research.

Enfin, je conclus ce mémoire par une discussion des résultats obtenus et je propose des

perspectives de travail pouvant contribuer a une meilleure compréhension du réle de la VE-statine.
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I. Cancer et angiogenese

A. Généralités sur le cancer

Le cancer est une maladie caractérisée par une prolifération anarchique de certaines cellules
de l'organisme au sein d'un tissu normal (tumeur primaire) et par une dissémination de ces cellules
vers des sites secondaires (métastases). Plusieurs altérations génétiques sont nécessaires afin
gu’une cellule normale se transforme en cellule cancéreuse et leurs conséquences sont d’autant plus
importantes qu’elles consistent en I'activation d’oncogénes ou a l'inactivation des genes suppresseurs
de tumeur.

1. Etapes de la tumorigenese

Depuis les années 1950, des modéles de tumorigenése expérimentale induite par un
carcinogene chimique ont permis de définir trois phases dans la tumorigenése : [linitiation, la
promotion et la progression [Balmain et al., 1988; Pitot, 2001].

L'initiation est caractérisée par la survenue d‘une mutation génétique irréversible dans une
cellule somatique, causée par un agent carcinogene (virus, agents chimiques, radiations...). Les
dommages a '’ADN sont normalement réparés, ce qui permet la survie de la cellule ou alors, s’ils sont
irréparables, la cellule meurt par apoptose. Cependant, dans certains cas, la mutation n'est pas
corrigée et la cellule n'est pas éliminée, ce qui conduit a la formation d’'une cellule dite « initiée ».
Cette mutation seule n‘est pas suffisante pour former une tumeur.

La phase de promotion correspond a la prolifération des cellules initiées en population
cellulaire clonale sous l'action d'un agent promoteur. Cela aboutit a la formation de lIésions
précancéreuses. Ce phénomeéne est réversible car le retrait de I'agent promoteur permet d'arréter la
prolifération cellulaire.

L'évolution de ces cellules vers un phénotype malin est causée par l'accumulation de
multiples altérations génétiques. Les cellules acquiérent alors des capacités d’invasion locorégionale
puis métastatique, c'est la phase de progression. La dissémination métastatique nécessite
l'intravasation de cellules tumorales et leur survie dans la circulation sanguine ou lymphatique, puis

I'extravasation dans un tissu et le développement d’'une tumeur secondaire [Chambers et al., 2002].

2. Caractéristiques des cellules cancéreuses
En 2000, Hanahan et Weinberg ont décrit les six caractéristiques majeures des cellules
cancéreuses, communes a tous types de tumeurs malignes [Hanahan et Weinberg, 2000]. Celles-ci

ont été récemment actualisées par les mémes auteurs (Figure 1) [Hanahan et Weinberg, 2011].
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a la mort cellulaire cellulaire
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Instabilité génétique
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Induction de Invasion
I'angiogenése et métastases

Figure 1 : Caractéristiques des cellules cancéreuse  s.
D’aprés [Hanahan et Weinberg, 2011].

Ces caractéristiques sont la conséquence des altérations génétiques acquises par les cellules
tumorales au cours du processus de tumorigenese d’'une part et de l'interaction entre ces cellules et
les cellules stromales (endothéliales ou immunitaires par exemple) d'autre part. Je vais décrire

brievement ces différentes caractéristiques en les illustrant par des exemples.

» Indépendance vis-a-vis des signaux de prolifération

Contrairement aux cellules normales, les cellules cancéreuses nont plus besoin d'étre
stimulées par des signaux de prolifération produits par les cellules environnantes pour proliférer, car
elles génerent leurs propres signaux. Les causes de l'autosuffisance aux facteurs de croissance
peuvent étre multiples. Premiérement, la production de facteurs de croissance par les cellules
tumorales ou par les cellules du microenvironnement tumoral peut étre augmentée. Deuxiemement,
les génes des récepteurs aux facteurs de croissance des cellules tumorales peuvent comporter des
mutations. Ces mutations sont responsables, par exemple, de la surexpression de ces récepteurs,
comme c'est le cas pour le récepteur a 'EGF (Epidermal Growth Factor) dans le cancer du sein
[Sainsbury et al., 1985]. D’autres mutations permettent I'activation constitutive du récepteur, c’est-a-
dire 'activation du récepteur en absence de ligand [Lemmon et Schlessinger, 2010]. Troisiemement,
des protéines impliquées dans les voies de signalisation induites par les facteurs de croissance sont
constitutivement actives, comme c’est le cas pour les protéines Ras et MAPK (Mitogen-Activated
Protein Kinase) [Hoshino et al., 1999].

» Insensibilité aux signaux inhibiteurs de croissance
Les protéines régulant le cycle cellulaire sont dérégulées dans les cellules cancéreuses, par
une inactivation des genes suppresseurs de tumeur Rb (rétinoblastome) et p53 par exemple
[Weinberg, 1995; Vogelstein et al., 2000]. Les cellules tumorales perdent également leur inhibition de

contact. L'un des mécanismes est la perte de I'expression du géne suppresseur de tumeur NF2. Ce
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géne code pour la protéine cytoplasmique Merlin qui stabilise les jonctions adhérentes, en autres, en
couplant la protéine jonctionnelle cadhérine épithéliale (E-cadhérine) avec le récepteur

transmembranaire a I'EGF [Curto et al., 2007].

» Résistance a la mort cellulaire

Au cours de leur transformation, les cellules acquiérent une résistante a I'apoptose. Celle-ci
peut étre due a une diminution de I'expression de protéines pro-apoptotiques, comme Bax (Bcl-2
associated X protein) dans les cancers du sein et les hépatocarcinomes par exemple, ou a une
augmentation de I'expression des protéines anti-apoptotiques, telles que Bcl-2 dans les cancers du
poumon, de la prostate ou les lymphomes non-hodgkiniens entre autres [Kirkin et al., 2004]. Cette
résistance peut également étre causée par l'inactivation du géne suppresseur de tumeur p53, car la
protéine p53 induit I'apoptose en augmentant I'expression de Bax [Miyashita et Reed, 1995]. De plus,
la mort par autophagie, qui est également une barriére a la tumorigenése, est également altérée [Roy
et Debnath, 2010].

» Immortalité cellulaire
La prolifération illimitée des cellules tumorales nécessite le maintien de la longueur des
téloméres situés a I'extrémité des chromosomes. Dans les cellules normales, les téloméres sont
raccourcis a chaque division jusqu’a une taille critique qui va déclencher la sénescence ou la mort de
la cellule. La télomérase est I'enzyme qui synthétise de 'ADN télomérique et son activité est

augmentée dans de nombreux cancers [Kim et al., 1994].

» Capacité a induire I'angiogenése
L'angiogenése est nécessaire a la croissance tumorale. Elle permet en effet la formation de
vaisseaux sanguins, qui alimentent la tumeur en oxygéne et en nutriments. Cette partie sera

développée en |.B.4..

» Capacité d'invasion métastatique

L’invasion métastatique nécessite le détachement des cellules tumorales de leurs voisines.
Plusieurs molécules intervenant dans I'adhérence cellulaire sont dérégulées dans les cellules
tumorales métastatiques, telles que les cadhérines ou les intégrines. Par exemple, la E-cadhérine,
une protéine intervenant dans I'adhérence entre les cellules, est réprimée ou inactivée dans les
carcinomes humains [Christofori et Semb, 1999]. La dégradation de la matrice extracellulaire par des
protéases est également indispensable, d'ou I'augmentation de I'expression et de I'activation des
protéases, telles que les métalloprotéases matricielles (MMP, Matrix MetalloProteinase), retrouvée
dans les tumeurs invasives [Egeblad et Werb, 2002]. Les cellules tumorales intravasent ensuite dans
les vaisseaux sanguins ou lymphatiques, puis extravasent au niveau de sites d'invasion préférentiels.
L'interaction de chimiokines et leurs récepteurs est I'un des mécanismes responsables de ce tropisme
cellulaire. Par exemple, les récepteurs aux chimiokines CXCR4 (chemokine (C-X-C motif) Receptor 4)

et CCR7 (chemokine (C-C motif) Receptor 7) sont fortement exprimés par les cellules humaines de
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cancer du sein et leurs ligands respectifs, SDFla (Stromal cell-Derived Factor 1 ou CXCL12,
chemokine (C-X-C motif) ligand 12) et CCL21 (chemokine (C-C motif) ligand 21), sont retrouvés aux

sites métastatiques préférentiels [Muller et al., 2001].

» Instabilité génétique
L'instabilité génétique est I'une des caractéristiques des cellules malignes. Elle peut étre de
plusieurs types : petites mutations géniques, altérations du nombre de chromosomes, translocation
chromosomique ou amplification de génes [Lengauer et al.,, 1998]. Les cellules cancéreuses
possedent également des modifications épigénétiques (méthylation de I'’ADN, modifications des
histones) par rapport aux cellules normales [Berdasco et Esteller, 2010]. L’accumulation de ces
mutations, aberrations génomiques et modifications épigénétiques permet la progression du

processus de tumorigenese.

» Inflammation pro-tumorale

L’inflammation peut avoir un effet pro-tumoral sur toutes les étapes de la tumorigenése, de
l'initiation a la progression tumorale et la dissémination métastatique. D’'une part, I'inflammation
chronique, induite par les maladies auto-immunes ou par I'obésité par exemple, augmente le risque de
cancer. D'autre part, le recrutement au niveau de la tumeur de cellules immunitaires, telles que les
macrophages de type TAM (Tumor-Associated Macrophages) et les cellules myéloides suppressives
(MDSC, Myeloid-Derived Suppressor Cells), permet la mise en place d'un microenvironnement
tumoral inflammatoire. Cette réponse inflammatoire peut, entre autres, promouvoir I'angiogenése, la
croissance tumorale et la dissémination métastatique. Elle augmente également I'instabilité génétique
[Grivennikov et al., 2010].

Contrairement aux 8 caractéristiques précitées, les deux suivantes ne sont pas, dans I'état

actuel des connaissances, généralisables a 'ensemble des tumeurs.

» Dérégulation du métabolisme énergétique de lacellu le

Le phénotype métabolique des cellules tumorales est anormal, cela est di aux altérations
génétiques mais également a linfluence du microenvironnement. La modification des voies
métaboliques permet la production rapide d’ATP pour maintenir le statut énergétique, I'augmentation
de la biosynthése de macromolécules et le maintien d’'un statut redox approprié. Le phénotype le
mieux caractérisé est I'effet Warburg : les cellules cancéreuses produisent de I'ATP par glycolyse,
méme en présence d’'oxygéne normal, alors que les cellules non tumorales utilisent la voie de la
phosphorylation oxydative qui permet une production plus importante de molécules d’ATP. Il existe
plusieurs concepts pour expliquer I'utilisation de la glycolyse aérobie par les cellules tumorales. Moins
efficace que la phosphorylation oxydative, elle permet cependant de générer plus rapidement de
'ATP, ce qui est un avantage lorsque les réserves en glucose ne sont pas limitées. La deuxieme
explication est que le métabolisme glycolytique est une adaptation aux conditions hypoxiques

fréquemment retrouvées dans les tumeurs, c'est-a-dire qu’il permet la production d’ATP en absence
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d’apport d’oxygéne suffisant. Selon le concept le plus récent, la glycolyse permet la synthése des
nucléotides, des aminoacides et des lipides, permettant ainsi la biosynthése des macromolécules et

organelles nécessaires pour produire une nouvelle cellule [Cairns et al., 2011].

» Echappement au systéme immunitaire
De nombreux mécanismes permettent aux cellules cancéreuses d’échapper a l'action anti-
tumorale du systéeme immunitaire, dont la diminution de la reconnaissance des cellules tumorales par
les cellules immunitaires ou I'augmentation de la résistance aux effets cytotoxiques de I'immunité par

exemple [Vesely et al., 2011]. lls seront développés en partie 11.B.2.c).

3. Importance du microenvironnement
Une tumeur n'est pas uniquement constituée de cellules cancéreuses, elle se développe dans
un stroma tumoral. Il est composé de cellules endothéliales et lymphatiques, de fibroblastes, de
cellules immunitaires et de protéines de la matrice extracellulaire (Figure 2). Ce microenvironnement

tumoral est une composante importante pour le développement tumoral.
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Figure 2 : Microenvironnement d’une tumeur primaire

a. Les cellules cancéreuses évoluent dans un microenvironnement tumoral composé de cellules endothéliales des
vaisseaux sanguins et lymphatiques, de fibroblastes activés et de cellules dérivées de la moelle osseuse (BMDC,
Bone Marrow-Derived Cells) : macrophages, cellules myéloides suppressives (MDSC, Myeloid-Derived Suppressor
Cells), monocytes exprimant Tie2 (TEM) et cellules souches mésenchymateuses (MSC, Mesenchymal Stem Cells).
b. Importante infiltration leucocytaire (fleches) au niveau de la marge invasive d’'une tumeur humaine de cancer du
sein (coloration hématoxyline-éosine). c. Présence de macrophages exprimant la cathepsine B (vert) associée a la
perte de la E-cadhérine (rouge) des cellules voisines au niveau de la marge invasive d’'une tumeur de cancer
pancréatique, les noyaux sont visualisés par un marquage DAPI (bleu). D’apres [Joyce et Pollard, 2009]
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Les cellules endothéliales composent les vaisseaux nécessaires a l'alimentation de la tumeur et
leur activation permet le déclenchement de I'angiogenése afin de former des néo-vaisseaux tumoraux.
Les vaisseaux endothéliaux et lymphatiques permettent également la dissémination des cellules
tumorales dans I'organisme.

Les fibroblastes retrouvés au sein des tumeurs (CAF, Cancer-Associated Fibroblasts) sont
des fibroblastes activés. lls ont un taux de prolifération élevé et leurs fonctions sont multiples. lls sont
impliqgués dans le dépdt de la matrice extracellulaire et son renouvellement via la production de
protéines de la matrice extracellulaire (collagénes, fibronectine), mais également de protéases qui
dégradent cette matrice, comme les MMP -2, -3 et -9. De plus, leur sécrétion de facteur de croissance
transformant TGF (Transforming Growth Factor beta) et de SDF1 stimule la prolifération et I'invasion
des cellules tumorales. lls sont également impliqués dans la régulation de la réponse immunitaire
avec la sécrétion de la cytokine pro-inflammatoire interleukine 1 (IL-1) ou de la protéine chimio-
attractante des monocytes MCP-1 (Monocyte Chimioattractant Protein 1) [Kalluri et Zeisberg, 2006].
lIs produisent également du VEGF (VEGF-A, Vascular Endothelial Growth Factor A), acteur majeur de
'angiogenése [Fukumura et al., 1998].

Certaines cellules immunitaires stimulent la progression tumorale, d’'une part, par leur action
anti-inflammatoire, qui inhibe la réponse immunitaire anti-tumorale. D’autre part, les macrophages
associés aux tumeurs (TAM) participent a la progression tumorale et a la dissémination métastatique
en produisant des protéases, comme les MMP -7 et -9, mais également des facteurs de croissance,
tels que le FGF (Fibroblast Growth Factor), le HGF (Hepatocyte Growth Factor), 'EGF, le PDGF
(Platelet-Derived Growth Factor) et le TGFB [Joyce et Pollard, 2009]. Les TAM stimulent également

'angiogenése, notamment en produisant du VEGF [Barbera-Guillem et al., 2002].

Les cellules non néoplasiques sont également importantes pour le développement
métastatique. Tout d’abord, lorsque les cellules tumorales pénétrent dans de petits vaisseaux
sanguins, leur association avec des éléments figurés du sang comme les plaquettes les protége de la
destruction par les forces du cisaillement du flux sanguin. Leur capacité a extravaser au niveau d'un
site secondaire est ainsi augmentée [Im et al., 2004].

Cette extravasation a lieu dans des sites d'invasion préférentiels. D’'une part, les chimiokines
et leurs récepteurs sont impliqués dans ce tropisme cellulaire. D'autre part, des cellules non-
néoplasiques participent a la mise en place d’un microenvironnement favorable a I'implantation et au
développement des métastases aux niveaux de ces sites secondaires. C'est le concept de niche pré-
métastatique qui a été formulé en 2005. Dans un modéle expérimental de tumorigenése, des cellules
non-néoplasiques, les progéniteurs hématopoiétiques VEGFR1" (Vascular Endothelial Growth Factor
Receptor 1), sont recrutés au niveau des sites fréquents des futures métastases avant I'arrivée des
cellules tumorales. Ce recrutement est di a linteraction de l'intégrine a;8; (VLA-4, Very Late
Activation 4) produite par les progéniteurs VEGFR1" avec son ligand, la fibronectine dont la
production par les fibroblastes a été stimulée par des facteurs de croissance tumoraux. Il a été
observé que chez les patients atteints d’'un cancer de sein, du poumon ou gastrique, le nombre de ces

progéniteurs est plus important dans les sites communs de métastases [Kaplan et al., 2005]. Des
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cellules myéloides Mac1® (CD11b) sont également recrutées au niveau de la niche pré-métastatique
[Hiratsuka et al., 2006] et la lysyl oxydase LOX participe a ce recrutement. Cette enzyme sécrétée par
les cellules tumorales hypoxiques s'accumule au niveau des sites pré-métastatiques. Cette amine
oxydase permet la modification de la matrice extracellulaire, ce qui favorise l'infiltration des cellules
myéloides Mac1” [Erler et al., 2009]. Les cellules tumorales s’implantent au niveau de ces niches et
forment des micro-métastases. Leur développement en macro-métastases nécessite le recrutement
des progéniteurs endothéliaux qui vont induire la formation des vaisseaux intra-métastatiques par

angiogenése [Gao et al., 2008].

La transformation des cellules normales en cellules tumorales est donc un processus multi-
étapes pendant lequel elles vont acquérir les différentes caractéristiques qui vont leur permettre
d’envahir I'organe d’origine puis des organes secondaires. Le microenvironnement tumoral est une

composante indispensable a la tumorigenese.

B. L’endothélium et le processus angiogénique

Parmi les cellules du stroma tumoral, les cellules endothéliales contribuent au développement
tumoral par le processus d’angiogenése. Les vaisseaux sanguins permettent, en fait, I'apport en
nutriments et 'oxygénation de la tumeur. Dans cette partie, j'aborde brievement la structure des
vaisseaux sanguins et les différentes fonctions de I'endothélium. Je présente ensuite I'angiogenése
physiologique et des différentes étapes qui la composent. Puis, aprés avoir cité les différents modes

de perfusion des tumeurs, je décris I'angiogenese tumorale.

1. Structure des vaisseaux sanguins

L’endothélium tapisse I'ensemble du réseau vasculaire et il est composé d’'une monocouche
de cellules endothéliales a la face interne des vaisseaux, directement au contact du sang.

Les vaisseaux sanguins non matures sont composés dune monocouche de cellules
endothéliales (Figure 3a.), tandis que les cellules endothéliales des vaisseaux matures sont
entourées par des cellules murales (ou péri-vasculaires). Ce sont des péricytes pour les capillaires
(Figure 3b.) et des cellules musculaires lisses pour les artérioles, veinules, artéres et veines (Figure
3c., d.). Les cellules endothéliales et les cellules murales reposent sur une membrane basale
composée de protéines de la matrice extracellulaire (collagéne 1V, laminine...). Les plus gros
vaisseaux, arteres ou veines, sont composeés de trois couches cellulaires superposées : I'intima qui
correspond aux cellules endothéliales, la média composée de cellules musculaires lisses et enfin
l'adventice constituée de matrice extracellulaire et de fibroblastes. Les artéres possedent de
nombreuses fibres élastiques qui permettent, avec les cellules musculaires lisses, la régulation du flux
sanguin (Figure 3d. ) [Jain, 2003].
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Figure 3 : Structure des différents types de vaisse  aux.
a. Vaisseau néoformé pas encore mature. b. Capillaire. c. Artériole et veinule. d. Vaisseau
large. D’apres [Jain, 2003].

2. Fonctions de I'endothélium vasculaire

L’endothélium vasculaire posséde de nombreuses fonctions. |l permet I'apport de I'oxygene et
des éléments nutritifs aux organes et I'élimination des déchets. Il régule le tonus vasculaire et le flux
sanguin. Il participe également a I'hémostase, qui est le processus physiologique permettant l'arrét
des saignements [Michiels, 2003]. Ces fonctions, bien qu’elles soient importantes pour le bon
fonctionnement de I'organisme et bien étudiées, ne seront pas développées ici.

L’endothélium est aussi un acteur clé de 'inflammation. Lors d'une réaction inflammatoire, les
cellules endothéliales expriment a leur surface des molécules d’adhérence qui permettent aux cellules
immunitaires d’adhérer sur I'endothélium et migrer dans les tissus enflammés [Ley et al., 2007]. Le
processus peut étre dérégulé dans les cancers, ce qui participe au phénomene d’échappement de la
tumeur au systéme immunitaire [Castermans et Griffioen, 2007].

L'endothélium participe également a la formation des vaisseaux par angiogenése. Ce

processus consiste en la mise en place de nouveaux vaisseaux sanguins a partir de vaisseaux

préexistants.

3. Angiogenese physiologique
L’angiogenése physiologique intervient essentiellement au cours du développement de
'embryon, de ses annexes et de I'enfant. Chez I'adulte, elle est ponctuellement réactivée dans des
situations de reproduction ou de réparation tissulaire (Iésions du tissu, inflammation, occlusion d’'un

vaisseau).

a) Développement vasculaire de 'embryon
Trés tét au cours du développement embryonnaire, le réseau vasculaire se met en place par
deux processus : la vasculogenése et I'angiogenése. La vasculogenése correspond a la formation de
vaisseaux sanguins a partir de progéniteurs des cellules endothéliales (les angioblastes) et permet la

formation du réseau vasculaire primitif. Puis, I'angiogenése permet la formation de néo-vaisseaux a
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partir de ce plexus capillaire primaire, aboutissant a la formation d’un réseau vasculaire plus complexe
et hiérarchisé. La lymphangiogenése permet la mise en place des vaisseaux lymphatiques, également

constitués de cellules endothéliales (Figure 4).
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Figure 4 : Hiérarchisation du réseau vasculaire et lymphatique chez I'embryon.

Pendant la phase de la vasculogenese, les flots sanguins composés d’angioblastes fusionnent pour former un
plexus capillaire primaire dans I'embryon et dans le sac vitellin. L’assemblage des angioblastes en structures en
forme de corde permet la formation de I'aorte dorsale et la veine cardinale. Le processus d’angiogenése intervient
pour remodeler les plexi en un réseau plus complexe, hiérarchisé en vaisseaux artériels, veineux et de type
capillaire. Les cellules murales sont associées aux vaisseaux sanguins : cellules musculaires lisses vasculaires
pour les veines et artéres, et péricytes pour les capillaires. Les premieres cellules endothéliales lymphatiques
dérivent des cellules endothéliales embryonnaires veineuses et migrent pour former les sacs lymphatiques, puis
les capillaires lymphatiques et les canaux collecteurs. CML : cellules musculaires lisses, CEL : cellules
endothéliales lymphatiques. Adapté d’apres [Adams et Alitalo, 2007].

b) Etapes de I'angiogenese par bourgeonnement
Je décris, dans cette partie, les différentes étapes de I'angiogenése par bourgeonnement.
Cependant, I'angiogenése peut également se faire par intussusception, c'est-a-dire par élargissement
et subdivision d’un vaisseau en deux, ou encore par septation, processus au cours duquel les cellules

endothéliales poussent a l'intérieur des vaisseaux pour créer des canaux vasculaires séparés.
L'angiogenése par bourgeonnement nécessite I'activation des cellules endothéliales par un

stimulus angiogénique, la dégradation de la membrane basale, la migration et la prolifération des

cellules sous forme d’un bourgeon capillaire en direction du stimulus et enfin sa maturation (Figure 5).
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Figure 5 : Différentes étapes de I'angiogenése et m  olécules intervenant dans ce processus.

a. Au début du processus d’angiogenese, une cellule de type tip cell est sélectionnée, située a la téte du
bourgeon. b. L’élongation du bourgeon en direction du gradient de VEGF permet la formation d’'un néo-vaisseau.
c. La derniere étape consiste en I'établissement d'un endothélium quiescent. Les acteurs clés de chaque étape
sont cités entre parenthéses. Pour la signification des abréviations, se référer aux pages 23 a 26. D'aprés
[Carmeliet et Jain, 2011].

L’angiogenése permet l'alimentation des organes en nutriments et en oxygéne. En cas
d’oxygénation insuffisante, les cellules entrent dans un état d’hypoxie et produisent le facteur HIF1a
(Hypoxia-Inducible Factor 1a) qui stimule la production de VEGF notamment [Shweiki et al., 1992]. La
fixation du VEGF sur les récepteurs endothéliaux VEGFR-1 (FIt1) et VEGFR-2 (Flk-1/KDR) active les

cellules endothéliales et le déclenchement de I'angiogenése.

Lorsque I'endothélium est quiescent, il est stabilisé par I'action de I'angiopoietine-1 (Angl) sur
le récepteur endothélial Tie-2. Mais pendant I'angiogenése, I'angiopoietine-2 (Ang2) exerce une
activité antagoniste sur ce récepteur. Le vaisseau préexistant est déstabilisé par le détachement des
cellules murales des cellules endothéliales. De plus, la dégradation de la matrice extracellulaire par
des protéases, telles que I'activateur du plasminogene uPA (urokinase Plasminogen Activator), les
MMP et les héparinases, permet de créer l'espace nécessaire a la migration des cellules
endothéliales. Leur activité protéolytique libére également des facteurs pro-angiogéniques séquestrés

dans cette matrice extracellulaire (Figure 5a., b.) [Carmeliet, 2003].

De maniere concomitante, les cellules endothéliales se spécialisent en deux populations. La
cellule située a la téte du bourgeon est nommeée la tip cell. Elle ne prolifere pas et possede de longs

filopodes impliqués dans la migration de ces cellules en direction du gradient de VEGF. Les cellules
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sous-jacentes a la tip cell sont les stalk cells qui proliferent rapidement et permettent I'élongation du
bourgeon (Figure 5a., 6a.) [Gerhardt et al., 2003].

Cette spécialisation endothéliale est sous le contrdle de la voie Notch. La liaison des
récepteurs Notch (1 a 4) avec leurs ligands transmembranaires Delta-like (DII1, 3 et 4) et Jagged (Jag-
1 et -2) déclenche le clivage du récepteur par une prottase ADAM (A Disintegrin And
Metalloprotease) et par la sécrétase y. Le domaine intracellulaire généré, appelé le NICD (Notch
IntraCellular Domain), est transloqué dans le noyau et permet I'expression des génes cibles de Notch.

La tip cell exprime fortement DIl4, alors que la voie Notch est fortement activée dans les stalk
cells. En effet, la stimulation par le VEGF au niveau de la tip cell induit I'expression de DIl4, qui va
activer la voie Notch des cellules adjacentes. Cette activation réprime I'expression de VEGFR-2 et du
récepteur au VEGF-C (VEGFR-3, Flt4) par ces cellules et inhibe ainsi la formation d’autres tip cells.
Ces cellules deviennent alors des stalk cells (Figure 6b. ) [Phng et Gerhardt, 2009]. L'inactivation de la
voie DIll4-Notchl ou l'interaction de Notchl avec Jagl augmente le nombre de tip cells et augmente
'angiogeneése [Hellstrém et al., 2007; Benedito et al., 2009].

La tip cell guide les vaisseaux en direction du gradient de VEGF et la prolifération des stalk
cells permet I'élongation du bourgeon et la formation d’'un tube de cellules endothéliales. La lumiére

vasculaire est formée au niveau des stalk cells.
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Figure 6 : Spécialisation endothéliale en  tip et stalk cells lors du bourgeonnement vasculaire.
a. L'angiogenese par bourgeonnement nécessite la spécialisation des cellules endothéliales en tip et stalk cells,

qui possedent des caractéristiques phénotypiques et moléculaires différentes. b. Cette spécification est régulée
par la voie Notch. D’aprés [Phng et Gerhardt, 2009] et [Suchting et Eichmann, 2009].

La derniére étape est la stabilisation du vaisseau immature, qui permet I'entrée du vaisseau
dans un état de quiescence (Figure 5c. ). Plusieurs molécules vont induire la production de matrice
extracellulaire, le recrutement de cellules murales et la mise en place des jonctions intercellulaires. La
perfusion du néo-vaisseau est également nécessaire a sa maturation car en absence de flux sanguin,
le vaisseau régresse.

Les cellules murales participent a la stabilisation du vaisseau en régulant la prolifération des

cellules endothéliales. Le PDGFB, produit par les tip cells, induit leur recrutement par interaction avec
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le récepteur PDGFRf présent au niveau des cellules périvasculaires [Gerhardt et al., 2003]. Le TGF
produit par les cellules endothéliales induit le recrutement de cellules mésenchymateuses et la
différenciation en cellules murales [Hirschi et al.,, 1998]. De plus, le PDGFB et TGFB stimulent
également la production de matrice extracellulaire par les cellules musculaires lisses [Amento et al.,
1991]. Ang-1 exprimée par les cellules murales participe également a la stabilisation du vaisseau en
activant le récepteur endothélial Tie2.

La mise en place des jonctions intercellulaires nécessite, entre autres, l'intervention du
sphingolipide S1P (Sphingosine-1-Phosphate), sécrété par les plaquettes et les cellules
hématopoiétiques. En effet, I'activation du récepteur endothélial EDG1 (Endothelial Differentiation
Gene 1) par S1P induit la formation de jonctions composées de N-cadhérine entre les cellules
endothéliales et cellules murales [Paik et al., 2004]. L’activation des récepteurs EDG1 et 3 permet la
localisation de la VE-cadhérine au niveau des jonctions adhérentes entre cellules endothéliales [Lee
et al., 1999].

L’angiogenése est donc un processus physiologique qui permet la formation de nouveaux
vaisseaux sanguins. Cependant, elle peut étre dérégulée dans certaines pathologies. Par exemple,
elle est insuffisante au cours de la cicatrisation chez les personnes diabétiques ou dans certains cas
d’infertilité, mais elle est anormale ou excessive dans l'inflammation chronique, ou encore dans les

cancers [Carmeliet, 2003].

4. Vascularisation tumorale

En dessous de 1 a 2 mm, une tumeur est avasculaire. Les nutriments et les déchets circulent
par diffusion passive, la tumeur est en phase de dormance, dans la mesure ou sa croissance est
limitée par cette diffusion. Cependant, afin de croitre au-dela de ce volume, la formation de vaisseaux
sanguins est indispensable. Dans les années 1970, J. Folkman a formulé I'hypothése selon laquelle
l'inhibition de la formation des vaisseaux déclencherait I'arrét de la croissance tumorale [Folkman,
1971]. Depuis, de nombreux travaux ont montré que les vaisseaux sanguins sont nécessaires a la
croissance tumorale, mais également qu’ils sont une voie de dissémination métastatique avec les

vaisseaux lymphatiques.

a) Modes de perfusion des tumeurs
L’angiogenése tumorale par bourgeonnement permet la formation des vaisseaux sanguins au
sein de la tumeur (Figure 7a.). Cependant, il existe également d'autres processus permettant
l'alimentation de la tumeur par les vaisseaux qui ne seront pas développés ici :
- la vasculogenése : les progéniteurs de cellules endothéliales dérivés de la moelle osseuse
sont recrutés et incorporés au niveau des vaisseaux tumoraux (Figure 7b.) [Duda et al.,
2006],
- langiogenése par intussusception  : un vaisseau déja formé est élargi et subdivisé en deux

vaisseaux [Déme et al., 2007] (Figure 7c.),
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- la cooption vasculaire : les cellules tumorales se développent le long de vaisseaux sanguins
préexistants [Holash et al., 1999] (Figure 7d. ),

- limitation vasculaire  (vascular mimicry): les cellules tumorales, ayant certaines des
caractéristiques de cellules endothéliales, tapissent les vaisseaux tumoraux [Hendrix et al.,
2003] (Figure 7e.),

- la différenciation des cellules souches cancéreuses en cellules endothéliales [Ricci-
Vitiani et al., 2010; Wang et al., 2010] (Figure 7f.). Le phénoméne de vascular mimicry est

surement associé a ce mode de formation des vaisseaux tumoraux.

a Angiogenése par bourgeonnement b Vasculogenése

Tip cell Différenciation

Membrane e des PCE en EC
basale Péricytes a0

les vaisseaux préexistants

Cellules Différenciation
souches ~> enCE
tumorales

s

Les cellules tumorales bordent
les vaisseaux tumoraux

Figure 7 : Différents modes de formation des vaisse ~ aux sanguins tumoraux.

CE : cellules endothéliales ; PCE : progéniteurs de cellules endothéliales. D'aprés [Carmeliet et
Jain, 2011].

b) Angiogenése tumorale
Le déclenchement de I'angiogenése tumorale nécessite un switch angiogénique [Hanahan et
Folkman, 1996], c’est-a-dire une rupture de I'équilibre entre les facteurs anti- et pro- angiogéniques en
faveur des molécules pro-angiogéniques (Figure 8.). La régulation de I'expression des facteurs
angiogéniques peut étre due a des stimuli de plusieurs natures, dont I'hypoxie, I'activation

d’oncogenes ou l'inactivation des genes suppresseurs de tumeur.
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Figure 8 : Exemple de molécules pro- et anti- angiog  éniques impliquées
dans le switch angiogénique.

Tout comme les cellules normales, les cellules tumorales en conditions hypoxiques produisent
le facteur HIF1la qui régule positivement I'expression du VEGF. L’augmentation des taux de HIFla
peut également étre due a I'inactivation du gene suppresseur de tumeur p53 qui est responsable de la
dégradation de ce facteur [Ravi et al., 2000]. Les oncogenes participent également au switch
angiogénique. Par exemple, les récepteurs oncogéniques EGFR et HER2 (Human Epidermal Growth
factor Receptor 2) stimulent la production de VEGF [Petit et al., 1997] et 'oncogéne H-ras activé
augmente également son expression mais diminue aussi celle de l'inhibiteur d’angiogenése TSP-1
(thrombospondine 1) [Rak et al., 2000]. Certaines cellules stromales produisent également du VEGF,
c’est le cas des fibroblastes et des macrophages infiltrés dans les tumeurs [Fukumura et al., 1998;
Barbera-Guillem et al., 2002].

Aprés le switch angiogénique, suivent les étapes de déstabilisation des vaisseaux
préexistants, de bourgeonnement et d'élongation du tube de cellules endothéliales, ainsi que la
maturation du néo-vaisseau. Cependant ces étapes sont altérées en cas d'angiogenese tumorale et

aboutissent a des vaisseaux sanguins anormaux.
Contrairement a l'architecture bien-organisée, réguliére et fonctionnelle de la vascularisation

normale, les vaisseaux tumoraux sont courts, tortueux, dilatés, hétérogenes et essentiellement de

type capillaire [Fukumura et Jain, 2007] (Figure 9).
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Figure 9 : Morphologie du réseau vasculaire observé e par microscopie multiphotonique
a balayage laser.

Les tissus normaux ont une vascularisation réguliere et bien organisée (a.) alors que la
vascularisation des tumeurs est anormale et chaotique (b.). Extrait de [Fukumura et Jain, 2007].

L'organisation des cellules endothéliales en monocouche est défectueuse. Par endroits, les
cellules sont superposées ou les jonctions inter-endothéliales sont laches, permettant ainsi la
formation d’ouvertures qui rendent les vaisseaux tumoraux perméables au plasma [Hashizume et al.,
2000]. La stabilisation des vaisseaux sanguins est également défaillante. Les cellules endothéliales
sont peu recouvertes de cellules murales [Tong et al., 2004], ou alors recouvertes mais les cellules
murales sont anormales [Morikawa et al., 2002]. La membrane basale des vaisseaux tumoraux est
composée, tout comme celle des vaisseaux normaux, de collagéne IV, laminine et de nidogene entre
autres, cependant son épaisseur est irréguliéere. De plus, elle est composée de plusieurs couches et
n'est pas toujours associée aux cellules endothéliales et aux cellules murales [Baluk et al., 2003].

Cette structure vasculaire anormale est a l'origine de la circulation sanguine irréguliere et
chaotique observée au sein des tumeurs. Dans certains vaisseaux, le sens du flux sanguin peut

changer et des régions sont peu ou pas vascularisées [Fukumura et Jain, 2007].

La capacité a induire I'angiogenése est donc I'une des caractéristiques d’un nouvel organe en
formation. Le processus, bien qu’anormal dans les tumeurs, est nécessaire au développement
tumoral. Tout comme les cellules endothéliales, les cellules immunitaires composent le

microenvironnement tumoral et jouent un réle important dans I'évolution de la tumeur.
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[I. Réponse immunitaire anti-tumorale

Le role du systeme immunitaire dans la croissance tumorale est double. Il permet de lutter
contre la tumorigenése, cependant il peut également participer a la progression tumorale. Je
commencerai par décrire brievement les deux types d'immunités existantes. Puis jexpliquerai le
concept de cancer immunoediting. Pour finir, jinsisterai sur le réle de I'endothélium dans I'adhérence

des leucocytes, étant donné qu’une partie de mes travaux concerne l'infiltration leucocytaire.
A Quelgues notions d'immunologie

Les immunités innée et acquise permettent a l'organisme de lutter contre les agents
pathogénes, tels que les bactéries ou les virus. Le systéeme immunitaire module également la

croissance tumorale.

La réponse de I'immunité innée, ou naturelle, est immédiate et peu spécifique. La premiere
ligne de défense est la présence de barrieres naturelles, les barrieres cutanéomuqueuses qui
empéchent I'entrée des pathogénes dans l'organisme. Le deuxiéme processus physiologique de
défense est la réaction inflammatoire aigiie, caractérisée par une augmentation locale du flux sanguin,
une augmentation de la perméabilité capillaire et une migration des leucocytes dans les tissus. Les
cellules de I'immunité innée sont les lymphocytes NK (Natural Killer), les monocytes/macrophages, les
polynucléaires (granulocytes), les mastocytes et les plaquettes. Les polynucléaires neutrophiles et les
macrophages détruisent I'agent pathogéne par phagocytose, tandis que les cellules NK détruisent les
cellules cibles via leur activité cytolytique [Genetet, 2002].

Les cellules de Iimmunité innée reconnaissent des motifs d’agents pathogénes, les PAMP
(Pathogen-Associated Molecular Patterns), via des récepteurs de I'immunité innée (pattern-recognition
receptors), composés en majorité des récepteurs de la famille Toll (TLR, Toll-Like Receptor) [Chang,
2010]. L'une des autres voies de reconnaissance implique les récepteurs NKG2D, essentiellement
exprimés par les cellules NK, qui reconnaissent des ligands surexprimés par les cellules en conditions
pathologiques (stress, infection ou transformation) [Raulet, 2003].

Dans la plupart des cas, I'agent pathogéne est éliminé par I'immunité innée, cependant, dans

le cas contraire, 'immunité innée permet la mise en place d’'une réponse immunitaire acquise efficace.

La réponse de I'immunité acquise, ou adaptative, est plus lente mais plus spécifique. Elle fait
intervenir les lymphocytes B (LB), producteurs d’anticorps, et les lymphocytes T af (LT), aussi
appelés lymphocytes T effecteurs. Parmi les LT af, les lymphocytes cytotoxiques (Tc), qui expriment
'antigene CD8 (Classe de Différenciation 8), sont capables de détruire spécifiquement les cellules en
libérant des molécules toxiques. Les LT auxiliaires ou helpers (Th), quant a eux, expriment le
marqueur CD4 et sont impliqués dans la coopération entre cellules. Il existe deux populations de LTh

différenciées par leur sécrétion de cytokines. Les LTh de type 1 (Th1) produisent des cytokines telles
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que I'lL2, le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a, Tumor Necrosis Factor alpha) et I'interféron
gamma (IFNy, interféron de type Il) et favorisent 'immunité a médiation cellulaire caractérisée par une
réponse cytotoxique. Les LTh de type 2 (Th2) produisent préférentiellement des cytokines telles que
les IL-4, IL-5, IL-10 et IL-13 et favorisent I'immunité a médiation humorale, c'est-a-dire la production
d’'anticorps.

La reconnaissance de Il'antigéne differe selon les lymphocytes. Les LB possedent une
immunoglobuline membranaire, le récepteur BCR (B Cell Receptor), qui leur permet de reconnaitre les
antigénes sous leur forme native. C'est également le cas des anticorps. Pour ce qui est des LT, la
structure de reconnaissance de l'antigene est le récepteur TCR (T Cell Receptor). Les LT
reconnaissent uniquement les antigénes sous forme de fragments peptidiques associés aux
molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH, dénommé HLA chez I'Homme pour Human
Leucocyte Antigen). Les molécules du CMH de classe | (CMH-I), localisées a la surface de la quasi-
majorité des cellules nucléées, présentent des peptides d’antigénes endogenes provenant de la
dégradation de protéines intracellulaires. Elles sont reconnues par les LT CD8. Pour ce qui est des LT
CD4, ils reconnaissent les peptides antigéniques présentés par les protéines du CMH de classe I
(CMH-II). Ces protéines présentent des antigenes exogénes, extracellulaires, que la cellule a
endocytés, et sont retrouvées a la surface des cellules présentatrices d’antigénes (CPA), telles que
les macrophages ou les cellules dendritiques. Les CPA font le lien entre 'immunité innée et acquise.
Un lymphocyte B ou T reconnait spécifiquement un seul antigéne via son récepteur de surface,
cependant la multitude de récepteurs BCR et TCR différents, obtenue par réarrangement génique,
permet la reconnaissance d'une grande diversité d'antigenes. Suite a cette reconnaissance, le
lymphocyte ainsi activé prolifere. Cette phase est appelée I'expansion clonale car les cellules-filles
possédent la méme spécificité que la cellule initialement activée. 1l s’en suit une différenciation en
cellules effectrices et mémoires. Les lymphocytes T et B mémoires permettent une réaction plus
rapide, plus intense et plus efficace en cas de nouvelle rencontre avec I'antigéne [Genetet, 2002].

Il existe un autre type de LT af, les LT régulateurs (Treg) caractérisés par I'expression des
marqueurs CD4, CD25 et du facteur de transcription Foxp3. lls maintiennent une tolérance
immunitaire en supprimant les réponses des LT effecteurs. lls jouent ainsi un réle important pour la

lutte contre les maladies auto-immunes [Kim et al., 2007].
Les cellules T yd ainsi que les NKT (Natural Killer T) sont des LT a la frontiére entre 'immunité

innée et adaptative. lls représentent une minorité des LT et possédent une forte activité cytotoxique
[Dranoff, 2004].
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B. Le concept de cancer immunoediting

1. Evolution du concept d'immunosurveillance

La présence de leucocytes a lintérieur de tumeurs a été rapportée par Rudolf Virchow au
19°™ siécle et au début du 20°™ siécle, Paul Ehrlich a émis I'hypothése d’un contrdle de la tumeur
par I'immunité. Puis, le concept d'immunosurveillance a été formulé par Burnet et Thomas a la fin des
années 1950. lls ont déclaré que le systeme immunitaire, par l'intermédiaire des lymphocytes,
reconnait des antigenes spécifiques des cellules transformées et déclenche la réponse immunitaire,
qui permet I'élimination de la tumeur [Dunn et al.,, 2002]. Par la suite, le concept a été remis en
qguestion. En effet, les expériences sur des souris immunodéprimées, de type nude, n'ont pas
montrées une augmentation de l'incidence des tumeurs spontanées ou induites par un carcinogéne
chez ces animaux par rapport aux souris immunocompétentes [Stutman, 1974]. Cependant, les souris
immunodéficientes utilisées dans ces études ne possédaient pas de LT mais les autres cellules
immunitaires, dont celles de I'immunité innée, étaient présentes.

L’apparition des modeéles de souris génétiguement modifiées et [l'utilisation d'anticorps
bloquants ont suscités un regain d’'intérét pour le concept d'immunosurveillance a partir des années
1990. Plusieurs études ont montré I'importance de I'IFNy et de I'immunité innée et acquise dans la
lutte contre le développement de tumeurs spontanées ou chimio-induites [Dighe et al., 1994; Kaplan
et al., 1998; Shankaran et al., 2001]. De plus, Shankaran et al. ont montré en 2001 que le systeme
immunitaire modifie qualitativement la tumeur, aboutissant a une immunogénicité tumorale réduite.
Cette étude a introduit le concept de cancer immunoediting [Shankaran et al., 2001], qui se définit
comme un processus continu pendant la tumorigenése, au cours duquel le systéeme immunitaire
protége I'organisme contre le développement de tumeurs (immunosurveillance) mais peut également

promouvoir la croissance tumorale [Dunn et al., 2002].

2. Les trois phases de I' immunoediting
Le concept de cancer immunoediting est composé de trois phases : I'élimination, I'équilibre et
I'échappement, qui seront décrits dans cette partie. Les principales cellules et molécules intervenant

dans ce processus sont résumées en Figure 10.
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Figure 10 : Concept de cancer immunoediting.

Le concept de cancer immunoediting est composé de 3 phases séquentielles. Pendant la phase d’élimination, les
immunités inné et acquise reconnaissent et détruisent les cellules transformées. Si I'élimination n’est pas compléte,
la tumeur entre dans la phase d’équilibre, pendant laquelle 'immunité acquise empéche la croissance tumorale.
Cependant, la pression du systéeme immunitaire sur des cellules tumorales génétiquement instables peut aboutir a
I'’émergence de cellules tumorales peu immunogéniques, insensibles aux effets cytotoxiques des cellules
immunitaires et qui induisent I'établissement d’'un microenvironnement tumoral immunosuppresseur. La croissance
tumorale n’est alors plus contrdlée par le systeme immunitaire, c’est la phase d’échappement. Pour la signification
des abréviations, se référer aux pages 23 a 26. D’aprés [Schreiber et al., 2011].

a) Elimination

L'immunosurveillance décrite au cours du 20°™ siécle correspond, en fait, & la premiére
phase de I'hypothése d'immunoediting, la phase d’élimination. Pendant cette période, les cellules de
limmunité innée et acquise vont détecter et tuer les cellules tumorales immunogéniques, empéchant
ainsi le développement tumoral. Il n'y a alors pas de signe clinique apparent et cette phase aboutit,

soit a I'éradication de la tumeur, soit au passage a la phase d’équilibre.
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(2) Cellules immunitaires et cytokines impliquées
La phase délimination a pour caractéristique de faire intervenir a la fois le systéeme
immunitaire inné et acquis [Smyth et al., 2001; Girardi et al.,, 2001]. L'interaction des différentes
cellules immunitaires, via la sécrétion de cytokines, permet au systeme immunitaire d'inhiber la
prolifération des cellules cancéreuses, I'angiogenése tumorale et de déclencher la mort par apoptose

des cellules transformées (Figure 11).
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Figure 11 : Destruction des cellules tumorales par une réaction coordonnée du systeme
immunitaire inné et acquis.

L'intervention conjointe des cellules de I'immunité innée (NK, macrophages, granulocytes,
éosinophiles, cellules dendritiques) et de I'immunité acquise (LT CD4, LThl, LTh2, LT CD8)
permet de lutter contre le développement tumoral. Parmi les différentes cytokines sécrétées,
I'IFNy joue un réle anti-tumoral important. Pour la signification des abréviations, se référer aux
pages 23 a 26. D’apres [Dranoff, 2004].

L'une des molécules importantes dans la phase d'élimination est I'IFNy [Shankaran et al.,
2001]. Cette cytokine pro-inflammatoire, produite par les cellules NK, NKT et par les LT, a, d’'une part,
des effets non-immunologiques sur les cellules tumorales en inhibant leur prolifération [Bromberg et
al., 1996] et I'angiogenése par I'intermédiaire de I'lP-10 (IFNy inducible Protein) [Sgadari et al., 1996].
D’autre part, ses effets immunologiques sont multiples. Il permet une meilleure reconnaissance des
antigénes par les lymphocytes T en augmentant I'expression des molécules de CMH [Love et al.,
1996; Kaplan et al., 1998; Shankaran et al., 2001]. Il favorise I'action des LTc en stimulant directement
leur activation et leur différenciation et en induisant également la différenciation des LTh1 [Fallarino et
Gajewski, 1999]. Il inhibe également les LTreg [Nishikawa et al., 2005] et promeut I'apoptose en
augmentant, par exemple, la sensibilité des cellules tumorales a la cytotoxicité médiée par le ligand
Fas [Xu et al., 1998].
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L'IL-12 est une autre cytokine qui promeut I'élimination tumorale, en partie par I'induction de
I'expression d’IFNy [Nastala et al., 1994; Smyth et al., 2001]. Les interférons de type |, IFNa et B, sont
également impliqués dans I'immunosurveillance [Dunn et al., 2005].

L’élimination de la tumeur dépend également de la capacité du systéme immunitaire a détruire
les cellules tumorales. En effet, des études de tumorigenese ont montré I'importance de la perforine et
de la protéine pro-apoptotique TRAIL (TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand) dans cette phase
[Smyth et al., 2000; Takeda et al., 2002].

(2) Reconnaissance des cellules tumorales

Afin que les cellules immunitaires puissent détruire les cellules tumorales, il est nécessaire
gu’'elles les distinguent des cellules normales. Cette reconnaissance peut se faire via des antigénes
tumoraux. Chez 'Homme, cing types ont été identifiés : des antigénes de différenciation (comme les
antigénes de différenciation mélanocytaire), des antigenes mutationnels (comme des formes
anormales de p53), des antigénes surexprimés ou amplifiés (comme HER-2, Human Epidermal
Growth Factor Receptor-2), des antigénes viraux (comme les protéines du papillomavirus) et des
antigénes du cancer du testicule (CT) [Dunn et al., 2004].

Les cellules tumorales produisent également des signaux de danger reconnus par les
récepteurs de la famille Toll. Les TLR sont localisés a la surface des cellules de I'immunité innée,
cependant leur expression a été plus récemment décrite chez certains lymphocytes B et T et chez
d'autres cellules non immunitaires. lls participent a la régulation de I'immunité innée et adaptive. Ces
récepteurs, qui reconnaissent les motifs de pathogenes PAMPs, sont également capables de
reconnaitre des signaux de danger endogenes exprimés par les tissus blessés, comme les tumeurs.
Ces signaux, appelés les DAMP (Danger Associated Molecular Patterns), sont libérés par les tissus
endommagés (fragments d’acide hyaluronique et d’héparane sulfate) ou par les cellules nécrotiques
(protéines de choc thermiques, protéines nucléaires) [Sims et al., 2010; Chang, 2010].

Les ligands du récepteur NKG2D jouent également un réle important dans la reconnaissance
des cellules tumorales. Ce récepteur est essentiellement exprimé par les cellules NK, mais il est
retrouvé chez certains lymphocytes T, comme les LT CD8 activés ou les NKT. Peu présents a la
surface des cellules normales, les ligands de NKG2D (MICA/B, ULBP chez 'Homme et Rael, H60
chez la souris) sont exprimés de maniere fréquente et importante par les cellules tumorales. Les
souris déficientes en NKG2D développent plus de tumeurs spontanées dans un modele transgénique
d’adénocarcinome de prostate et dans un modéle de lymphome, montrant l'importance de ce

récepteur dans 'immunosurveillance [Guerra et al., 2008].

3) Situation chez 'Homme
Plusieurs observations clinigues suggérent l'existence de la phase d'élimination chez
'Homme. D’'une part, la présence de lymphocytes T intratumoraux est associée a une augmentation
de la survie des patients atteints de carcinomes ovariens [Zhang et al., 2003] et de cancers
colorectaux. L'absence de LT infiltrés dans les tumeurs colorectales est associée avec le

développement de métastases [Pages et al., 2005], ces données suggerent le role anti-tumoral des
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LT. D'autre part, les patients sous traitement immunosuppresseur ont plus de risques de développer
un cancer. De plus, les régressions spontanées de mélanomes s’accompagnent d’'une expansion
clonale des LT. Un autre exemple est le syndrome paranéoplasique auto-immun : la réaction auto-
immune contre une protéine exprimée de facon normale par les neurones, reconnue comme un
antigéne tumoral, provoque des désordres neurologiques paranéoplasiques. Ces symptdomes
neurologiques apparaissent généralement avant la découverte de la présence d’'une tumeur [Vesely et
al., 2011].

b) Equilibre
En absence d'une éradication compléte, la tumeur entre dans un état de dormance, sous
contréle spécifique du systéeme immunitaire : c’'est la phase d'équilibre, pendant laquelle la présence

de la tumeur reste asymptomatique.

(1) Principales caractéristiques

Une balance dynamique se met en place entre les cellules tumorales et le systeme
immunitaire, ce qui permet de bloquer I'expansion tumorale. Contrairement a la phase d’élimination,
seule I'immunité acquise intervient dans la phase d'équilibre [Koebel et al., 2007].

La phase d’'équilibre peut aboutir a I'élimination de la tumeur par le systéme immunitaire mais
il peut également y avoir maintien de maniére permanente de cet état d’équilibre. Cependant, la
pression exercée par le systeme immunitaire sur les cellules tumorales permet également
I'émergence de nouvelles populations tumorales qui ont accumulées des modifications génétiques,
menant a une diminution de leur immunogénicité et donc a un échappement de la tumeur au systeme

immunitaire [Shankaran et al., 2001; Koebel et al., 2007].

(2) Situation chez 'Homme

L'existence de la phase d’équilibre a été mise en évidence chez 'Homme, notamment dans
des cas de transmission de tumeur par greffe d’'organes. Il a été rapporté, par exemple, un cas de
transmission de mélanome via une transplantation rénale. Deux reins, apparemment sains, du méme
donneur ont été transplantés a deux receveurs différents. Les receveurs ont développé des
mélanomes métastatiques un a deux ans aprées la greffe et 'un des patients en est décédé. Il s'est
avéré par la suite que le donneur avait subi une résection d’'un mélanome malin 16 ans avant sa mort,
puis n'avait développé aucun signe clinique de présence de tumeur [MacKie et al., 2003]. Ces cas
suggerent que la transplantation d’'une tumeur, a I'état de dormance, chez un receveur naif et
immunodéprimé permet une progression rapide de la tumeur, qui avait été jusqu’'a lors maintenue a
I'état d’équilibre par le systeme immunitaire du donneur. L'existence de la phase d'équilibre permet

également d'expliquer la longue période de latence séparant I'état de rémission et la rechute.
¢) Echappement

Lorsque le systéme immunitaire n'arrive plus a contenir la progression tumorale, la tumeur

entre en phase d'échappement, se traduisant chez I'Homme par I'apparition de signes cliniques. Les
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mécanismes d’échappement a I'immunité tumorale sont de plusieurs natures: diminution de la
reconnaissance immunitaire, résistance des cellules tumorales aux effets cytotoxiques et mise en

place d’'un microenvironnement immunosuppresseur.

(1) Diminution de la reconnaissance immunitaire

Chaque étape menant a la reconnaissance des cellules tumorales par les cellules
immunitaires peut étre altérée. Il peut y avoir une perte des antigénes tumoraux avec I'émergence de
populations tumorales qui sont moins ou plus du tout détectées par les lymphocytes [Kurnick et al.,
2001]. Il peut également y avoir une diminution ou une perte des protéines de CMH de classe | qui
présentent les antigénes aux lymphocytes T CD8. En effet, la perte de I'expression des protéines
CMH-I1 est courant dans les cancers colorectaux humains [Cabrera et al., 1998] et le taux faible de
CMH-I est corrélé avec un mauvais pronostic [Watson et al., 2006]. Il est a noter que pour certains
cancers comme celui du sein, la perte d'expression du CMH-I est associée a un facteur de bon
pronostic [Madjd et al., 2005]. Les protéines impliquées dans I'apprétement et la présentation de
l'antigene (TAP1, LMP2, LMP7, B2-microglobuline) sont également souvent déficientes dans les
tumeurs humaines [Chen et al., 1996; Singal et al., 1996]. Cela est d{, soit a I'accumulation de
mutations génétiques, soit a une répression transcriptionnelle de ces protéines [Chen et al., 1996;
Cabrera et al., 2003]. Cette répression peut étre causée par un fonctionnement anormal de la voie de
'IFNy, qui ne permet plus l'inductibilité des genes de ces protéines par I'lFNy [Dovhey et al., 2000].

La perte de reconnaissance peut également toucher le systéme immunitaire inné.
L'expression de NKG2D est diminuée par les facteurs de croissance produits par les cellules
cancéreuses, comme TGFf [Lee et al., 2004]. Le TGFB est une cytokine anti-inflammatoire, exprimée
par les cellules cancéreuses et certaines cellules immunitaires, qui possedent des fonctions
majoritairement pro-tumorales. Cependant, il est capable d’'avoir un réle suppresseur de tumeur dans
les stades prémalins, en inhibant par exemple la croissance cellulaire [Flavell et al., 2010]. De plus,
'lFNy, malgré ses nombreux effets tumoraux, régule négativement I'expression de H60, ligand de
NKG2D dans les tumeurs [Bui et al., 2006]. Les cellules tumorales produisent également des ligands
solubles aux NKG2D par clivage protéolytique, qui vont, par interaction avec les récepteurs NKG2D,
induire une diminution de la présence de ses récepteurs a la membrane et de I'activation de cellules T
[Groh et al., 2002].

(2) Augmentation de la résistance aux effets cytoto  xiques de

limmunité
Les cellules immunitaires peuvent également échapper a la lyse cellulaire induite par le
systeme immunitaire. Les cellules tumorales expriment des molécules anti-apoptotiques comme Bcl-2
et le taux élevé de cette protéine est associé a une faible réponse clinigue dans les leucémies
myéloides aigues [Campos et al.,, 1993]. Les cellules tumorales expriment également des formes
mutées de récepteurs de mort, comme le récepteur de TRAIL et les mutations de TRAIL-R1 et TRAIL-
R2 sont plus fréquentes dans les cancers du sein métastatiques par rapport aux tumeurs non-

métastatiques [Shin et al., 2001].
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3) Mise en place d'un microenvironnement
immunosuppresseur
Les interactions entre les cellules tumorales et les cellules immunitaires permettent la mise en
place d'un microenvironnement immunosuppresseur. Les cellules tumorales sécretent des molécules

immunosuppressives et recrutent des cellules immunitaires pro-tumorales.

» Production de molécules immunosuppressives

Les cellules tumorales sécrétent des molécules qui participent a la mise en place d'un
microenvironnement immunosuppresseur. Les tumeurs produisent souvent de fortes quantités de
VEGF qui joue un rOle important dans l'angiogenése tumorale. Cependant, ce facteur régule
également la réponse immunitaire, en inhibant la maturation des cellules dendritiques [Gabrilovich et
al., 1996], I'activation des LT [Ohm et al., 2003] et en diminuant I'adhérence, donc linfiltration, des
leucocytes au niveau de I'endothélium [Melder et al., 1996].

Les cellules tumorales et certaines cellules immunitaires intra-tumorales produisent des
cytokines aux propriétés immunosuppressives : le TGFB et I'lL-10, qui sont des molécules qui
stimulent la production I'une de l'autre. Le TGFB inhibe la prolifération et le fonctionnement des
cellules immunitaires anti-tumorales, telles que les cellules dendritiques [Weber et al., 2005; Ito et al.,
2006], les LTc [Thomas et Massagué, 2005] et les NK [Lee et al., 2004]. Il favorise la réponse de type
Th2 [Maeda et Shiraishi, 1996] et augmente le nombre des LTreg [Wrzesinski et al., 2007]. L'IL-10
supprime la fonction des cellules dendritiques et oriente la réponse des lymphocytes T vers une
réponse Th2. Néanmoins, certaines études montrent que I'lL-10 peut également étre impliquée dans
la destruction des cellules tumorales, via des effets sur les cellules immunitaires ou via des
mécanismes non immunologiques (inhibition de I'angiogenése et de la croissance tumorale) [Mocellin
et al., 2005].

Parmi les molécules immunosuppressives, l'indoléamine 2,3-dioxygénase (IDO) est une
enzyme impliquée dans le catabolisme du tryptophane, exprimée par certaines cellules immunitaires,
mais également de maniére ectopique par les cellules tumorales. Cette enzyme inhibe la prolifération
des lymphocytes T intratumoraux [Uyttenhove et al., 2003], induit également I'apoptose des LT [Lee et
al., 2002] et participe a I'expansion des LTreg en induisant la conversion des LT CD4 en LTreg [Curti
et al., 2007].

La galectine 1 (Gal-1) est une protéine qui se fixe au B-galactoside et qui possede des
fonctions régulatrices de la réponse immunitaire. Elle est exprimée par plusieurs types cellulaires dont
les cellules tumorales et stromales tumorales [Camby et al., 2006]. Expérimentalement, I'inhibition de
I'expression de Gal-1 dans des cellules cancéreuses de mélanome favorise le rejet des cellules
tumorales implantées chez la souris [Rubinstein et al., 2004]. Cette protéine provoque I'apoptose des
cellules T [Kovacs-Solyom et al., 2010] et induit une réponse de type Th2 en stimulant la production
de TGFpB et d’IL-10 [Toscano et al., 2006]. Elle inhibe également l'infiltration leucocytaire, en modulant

I'expression des molécules d’adhérence et le taux de cytokines [Cooper et al., 2008; Gil et al., 2010].
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Le microenvironnement tumoral contient également d’autres protéines produites par les
cellules tumorales ou par certaines cellules immunitaires capables d’inhiber la réponse immunitaire
anti-tumorale, telles que IL-6, M-CSF (Macrophage Colony-Stimulating Factor), NO, la prostaglandine
E2 (PGE2) produite par la cyclo-oxygénase 2 (COX2) et les gangliosides [Zitvogel et al., 20086].

» Recrutement de cellules immunosuppressives
Plusieurs populations de cellules immunitaires ayant des propriétés immunosuppressives sont
recrutées au niveau de la tumeur, dont les lymphocytes T régulateurs, les cellules myéloides

suppressives MDSC et les macrophages associés a la tumeur TAM.

Chez 'Homme, la présence de LTreg dans les carcinomes ovariens est associée a une survie
réduite et 'augmentation de LTreg est accompagnée d’'une diminution des LT effecteurs [Curiel et al.,
2004]. Les LTreg réduisent la réponse immunitaire en inhibant la fonction des LTc par production d’IL-
10 et de TGF. Cette inhibition peut également étre due aux protéines CTLA4 (Cytotoxic-Lymphocyte-
Associated protein 4) et PD-1 (Programmed Death receptor 1). CTLA4, exprimée par les LT activés
dont les LTreg, induit I'arrét du cycle cellulaire, diminue la production de cytokines et la réponse des
cellules T [Greenwald et al., 2001]. Les LTreg expriment également le récepteur PD-1. Son interaction
avec son ligand PD-L1 (Programmed Death Receptor Ligand 1, aussi appelé B7-H1), exprimé de
facon ectopique par les cellules tumorales, a pour conséquences une inhibition de la prolifération des
LT et une diminution de la production de cytokines [Blank et al., 2005]. L’expression de PD-L1 par les

cellules tumorales est associée a un phénotype agressif [Thompson et al., 2004].

Le nombre de MDSC retrouvées dans le sang est augmenté chez les patients atteints de
différents types de cancers [Almand et al., 2001]. Les MDSC représentent un groupe hétérogéne de
cellules d'origine myéloide, caractérisées chez la souris par la co-expression de l'antigéne de
différenciation de la lignée myélocytaire Grl et du marqueur CD11b. L'expansion et I'activation des
MDSC sont stimulées par de nombreux facteurs, tels que le VEGF, I'lFNy, le TGFB, 'lL-10 ou MMP9
[Gabrilovich et Nagaraj, 2009]. Les MDSC inhibent les fonctions des cellules T par de nombreuses
maniéeres. La L-arginine nécessaire a la prolifération des LT est diminuée par I'arginase-1 des MDSC
qui catabolise cet aminoacide non essentiel. Les MDSC produisent également du NO via la NOSi
(Nitric Oxide Synthase inducible) et des espéces réactives de I'oxygene (ROS) qui inhibent la fonction

des LT. Les MDSC induisent également le développement des LTreg [Huang et al., 2006].

La troisieme population de cellules immunosuppressives est un type de macrophages
associés aux tumeurs. L'accumulation de TAM dans les tumeurs est la plupart du temps associée a
une survie réduite [Chen et al., 2005; Zhu et al., 2008]. Il existe deux types de macrophages. Les
macrophages de type M1 (aussi appelés « classiquement activés ») sécretent des molécules pro-
inflammatoires, lysent les cellules tumorales et sont caractéristiques d'une réponse de type Thl: ils
sont impliqués dans la réponse anti-tumorale. Tandis que les TAM sont majoritairement des

macrophages de type M2 (« alternativement activés »), caractéristiques d’'une réponse Th2. lIs
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stimulent I'angiogenése, la prolifération des cellules tumorales et la formation de métastases. lls
modulent également I'immunité anti-tumorale, produisant des molécules immunosuppressives, comme
I'IL-10 et le TGFB [Qian et Pollard, 2010].

C. Role de I'endothélium dans la réponse immunitaire a  nti-tumorale

L’endothélium joue un réle important dans la réponse immunitaire anti-tumorale car il permet
I'extravasation des cellules immunitaires présentes dans la circulation sanguine dans le tissu tumoral.
Tout d'abord, je vais décrire les différentes étapes de I'adhérence des leucocytes sur I'endothélium et
les principales molécules d’adhérence impliquées. Puis dans une seconde partie, je présenterai la
régulation de l'adhérence leucocytaire par les cellules tumorales d'une part, et par les cellules

endothéliales d’autre part.

La réaction inflammatoire permet I'accumulation des cellules immunitaires au niveau du tissu
lésé. Elle est composée de trois phases : l'augmentation du flux sanguin, 'augmentation de la
perméabilité vasculaire et I'adhérence des leucocytes. Cette derniére étape nécessite I'activation de
I'endothélium quiescent par des cytokines pro-inflammatoires comme le TNFa. Cette stimulation induit
I'expression de molécules d’adhérence a la surface des cellules endothéliales. Ces derniéres vont
interagir avec celles présentes sur les cellules immunitaires, permettant ainsi I'adhérence leucocytaire,

puis la transmigration endothéliale.
1. Interactions leucocytes-cellules endothéliales

Les différentes étapes de l'adhérence des leucocytes sur la paroi vasculaire pendant

l'inflammation sont représentées en Figure 12 .
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Figure 12 : Différentes étapes de I'adhérence des | eucocytes et les principales molécules d’adhérence
impliquées.
Pour la signification des abréviations, se référer aux pages 23 a 26. D’aprés [Ley et al., 2007].

a) Roulement des leucocytes

L’étape préliminaire est le rapprochement des leucocytes de la surface de I'endothélium par le
flux sanguin, ce phénomene passif est la margination. Puis le premier contact du leucocyte avec
'endothélium activé s'établit, cette étape est appelée I'attachement ou la capture. Elle est suivie du
roulement (rolling) des leucocytes sur I'endothélium, qui nécessite des interactions entre les
leucocytes et les cellules endothéliales [Langer et Chavakis, 2009] (Tableau 1).

Les principales protéines impliquées dans cette étape sont les sélectines, qui interagissent
avec des ligands glycosylés. Il existe 3 types de sélectines : la L- (pour leucocyte, aussi appelée
CD62L), la E- (pour endothéliale, CD62E) et la P- (pour plaguette, CD62P) sélectine. La L-sélectine
est exprimée par la majorité des leucocytes [Gallatin et al., 1983; Lewinsohn et al., 1987], alors que la
E-sélectine est exprimée par les cellules endothéliales activées [Bevilacqua et al.,, 1989]. La P-
sélectine, quant a elle, est exprimée par les plaguettes et les cellules endothéliales non activées et
elle est stockée, respectivement, dans les granules a et les corps de Weibel Palade, qui sont des
granules de stockage. Aprés stimulation par des cytokines pro-inflammatoires, la P-sélectine est
redistribuée a la membrane plasmique [McEver et al., 1989].

Les sélectines E et P interagissent majoritairement avec le ligand PSGL1 (P-Selectin
Glycoprotein Ligand 1) exprimé par les leucocytes [Sako et al., 1993], elles se lient également a la L-
sélectine [Picker et al., 1991]. La L-sélectine a pour ligands des protéines endothéliales, dénommées
adressines vasculaires, comme PNAd (Peripheral Node Addresin) [Streeter et al., 1988], CD34
[Baumheter et al., 1993], GlyCAM (Glycosylation-Dependent Cell Adhesion Molecule 1) [Brustein et
al.,, 1992] et l'adressine de muqueuse MAdCAM-1 (Mucosal Addressin Cell Adhesion Molecule 1)
[Berg et al., 1993].
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Molécule endothéliale Ljgand leucocytaire
E-sélectine (CD62E) PSGL1
L-sélectine (CD62L)
P-sélectine P (CD62P) PGSL1
L-sélectine
PNAd L-sélectine
CD34 L-sélectine
GlyCAM L-sélectine
MAdCAM L-sélectine
Intégrine a4f7
VCAM-1 VLA-4 (intégrine a4p1)
VAP-1 ?
Hyaluronate CD44

Tableau 1 : Interactions entre les molécules d’adhé rence endothéliales et leurs ligands
leucocytaires intervenant dans le roulement des leu cocytes.

Les interactions entre les molécules endothéliales et leurs ligands leucocytaires sont de faible
affinité et transitoires. Les leucocytes se déplacent par rotation sur I'endothélium sous l'effet des
forces de cisaillement dues au flux sanguin. Ces forces sont nécessaires a I'adhérence des leucocytes
car les sélectines ont pour caractéristique de créer des liaisons accrocheuses (catch bonds), liaisons

qui se renforcent lorsqu’elles sont soumises a des contraintes mécaniques [Marshall et al., 2003].

Les intégrines sont également impliqguées dans le roulement des leucocytes. L'intégrine a,f3,
également nommée VLA-4 (aussi appelée CD49d/CD29) interagit avec VCAM1 (Vascular Cell-
Adhesion Molecule 1) [Alon et al., 1995] et I'intégrine a,B; avec MAdCAM-1 [Berlin et al., 1993)].

La protéine endothéliale VAP-1 (Vascular Adhesion Protein 1) intervient également dans le
roulement des leucocytes [Salmi et al., 2001], ainsi que I'acide hyaluronique (hyaluronate) qui interagit

avec CD44 présent a la surface des leucocytes [Griffioen et al., 1997].

b) Activation et adhérence ferme

L’arrét des leucocytes nécessite le passage d'interactions de faible affinité a des fixations de
forte affinité. Les molécules importantes pour cette étape sont les chimiokines, les intégrines et les
membres de la superfamille des immunoglobulines ICAM (InterCellular Adhesion Molecule) et VCAM-
1. Les molécules ICAM-1 et -2 présentes a la surface des cellules endothéliales interagissent avec les
intégrines leucocytaires ayf, (aussi appelée Mac-1 ou CD11b/CD18) [Diamond et al., 1990] et a3,
(LFA-1, Leucocyte Function associated Antigen-1 ou CD11a/CD18) [Marlin et Springer, 1987;
Staunton et al., 1989]. VCAM-1 se lie a VLA-4 et MAACAML1 a l'intégrine a,B; [Alon et al., 1995; Berlin
et al., 1993] (Tableau 2).
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Molécule endothéliale  Lfigand leucocytaire
ICAM-1 Mac-1 (intégrine aMB2, CD11b/CD18)
LFA-1 (intégrine aLf2, CD11a/CD18)
ICAM-2 Mac-1
LFA-1
VCAM-1 VLA-4
MAdCAM Intégrine a4p7

Tableau 2 : Interactions entre les molécules d’adhé rence endothéliales et leurs ligands
leucocytaires impliquées dans I'activation et I'adh érence ferme.

Les chimiokines sont nécessaires a l'activation des leucocytes. Ce sont de petites protéines
(8-10 kDa) appartenant a la famille des cytokines, sécrétées par le tissu enflammé. Elles sont
présentes a la surface des cellules endothéliales associées a des glycosaminoglycanes [Handel et al.,
2005]. La liaison avec leurs récepteurs leucocytaires couplés aux protéines G déclenche I'activation
des intégrines a la surface des cellules immunitaires. Il s’agit d’'une « signalisation de I'intérieur vers
I'extérieur » (inside-out signaling) car ce sont des signaux intracellulaires qui changent les propriétés
de liaisons des intégrines en augmentant leur affinité et leur avidité. Cette activation se traduit par une
augmentation des forces de liaisons entre les leucocytes et I'endothélium. Cela est du, d’'une part, a
un changement conformationnel des intégrines qui permet de passer d’'un état de faible affinité a un
état de forte affinité. La liaison de l'intégrine avec son ligand est également impliquée dans ce
changement de conformation. D’autre part, I'activation par les chimiokines permet également une
mobilité latérale des intégrines qui sont redistribuées a la surface des cellules et regroupées
(clustering) ce qui permet d’augmenter la capacité des intégrines activées a interagir avec leurs
ligands [Laudanna et Bolomini-Vittori, 2009]. L'’augmentation du nombre de liaisons entre les cellules
immunitaires et les cellules endothéliales et de leur force permet un arrét du leucocyte sur

'endothélium.

c) Transmigration endothéliale
Une fois arrétés, les leucocytes franchissent la paroi endothéliale pour entrer dans les tissus
(diapédeése) en passant soit entre les cellules endothéliales (voie paracellulaire), soit au travers de la
cellule endothéliale (voie transcellulaire). lls franchissent ensuite la membrane basale et la couche de

péricytes.
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Figure 13 : Transmigration leucocytaire.

a. Reptation du leucocyte adhérant sur I'endothélium jusqu’a un site d’émigration optimal. b., c., d.
Diapédese par voie paracellulaire (b.) ou transcellulaire (c.) puis passage de la membrane basale et
de la couche de péricytes (d.). Pour la signification des abréviations, se référer aux pages 23 a 26.
D’apres [Ley et al., 2007].

La premiere étape est une étape de « reptation » (crawling), faisant intervenir essentiellement
linteraction entre ICAM-1 et Mac-1. Les leucocytes rampent sur I'endothélium jusqu'a un site
d’émigration optimal, favorisant ainsi une migration paracellulaire (Figure 13a.) [Schenkel et al., 2004;
Phillipson et al., 2006].

Le réarrangement du cytosquelette est indispensable a la migration des leucocytes. Comme
les intégrines lors de leur activation par les chimiokines, ICAM-1 et VCAM-1 sont redistribuées a la
surface des cellules endothéliales et organisées en groupements [Barreiro et al., 2002; Carman et
Springer, 2004]. Cela active des voies de signalisation intracellulaire des GTPases : activation de
kinases (Rho, Rac-1, Src) et augmentation de la concentration endothéliale d'ions calcium
intracellulaire. Ces événements induisent un réarrangement de Il'actine, la contraction des fibres
d’actine-myosine, et donc la contraction des cellules endothéliales [Etienne-Manneville et al., 2000;
van Wetering et al., 2003]. Certaines équipes ont montré que les molécules d’adhérence ICAM-1 et
VCAM-1 interagissent avec les composants du cytosquelette pour former des structures d’ancrage
(docking structures ou transmigratory cups) a la surface apicale des cellules endothéliales activées.
Ces structures sont des projections de la membrane des cellules endothéliales, de type filopodes et
microvillosités, riches en ICAM-1, en VCAM-1 et en actine. ICAM-1 et VCAM-1, regroupées en
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clusters, interagissent avec des protéines qui interviennent dans la liaison des filaments d'actine a la
membrane plasmique, telles que la moésine et ezrine (membres des protéines de la famille ERM pour
Ezrine, Radixine, Moésine), l'actinine a ou les protéines d'adhérence focale (vinculine, taline,
paxilline). Ces protéines de liaison a I'actine participent au réarrangement du cytosquelette d’actine
pour créer la structure d’ancrage [Barreiro et al., 2002]. Ces structures d’ancrage sont retrouvées
aussi bien dans la migration paracellulaire que transcellulaire [Carman et Springer, 2004]. Cependant,

I'existence de ces structures in vivo reste a démontrer.

» Voie paracellulaire

Les leucocytes traversent I'endothélium majoritairement par la voie paracellulaire, c'est-a-dire
en passant entre les jonctions cellulaires (Figure 13b.). La VE-cadhérine, composant majeur des
jonctions adhérentes des cellules endothéliales, est délocalisée de facon transitoire et réversible,
permettant ainsi la formation d'un trou dans lequel le leucocyte peut s’engager [Shaw et al., 2001].
Puis, les interactions des molécules jonctionnelles avec leurs ligands leucocytaires permettent au
leucocyte de migrer entre les jonctions cellulaires. Les protéines des jonctions serrées JAM
(Junctional Adhesion Molecule) -A, -B et -C interagissent respectivement avec les intégrines LFA-1,
VLA-4 et Mac-1. JAM-A et JAM-C forment également des homodiméres avec les protéines présentes
a la surface des leucocytes, tout comme CD31/PECAM-1 (Platelet/Endothelial Cell Adhesion Molecule
1) et CD99, qui sont a la fois exprimées par les cellules endothéliales et les leucocytes [Ley et al.,
2007]. La protéine ESAM (Endothelial cell-Selective Adhesion Molecule), localisée au niveau des
jonctions endothéliales, est également impliquée dans la transmigration, ou tout au moins, dans celle

des neutrophiles [Wegmann et al., 2006] (Tableau 3).

Molécule jonctionnelle Llgand leucocytaire
endothéliale
ICAM-2 Mac-1
LFA-1
JAM-A LFA-1
JAM-A
JAM-B VLA-1
JAM-C Mac-1
JAM-C
CD31/PECAM-1 CD31/PECAM-1
CD99 CD99
ESAM ?
VE-cadhérine Pas d'intéraction
avec le leucocyte

Tableau 3 : Interactions des molécules jonctionnell es endothéliales avec leurs ligands
leucocytaires intervenant dans la diapédése paracel lulaire.

Récemment, un nouvel organite a été décrit comme étant impligué dans la migration

paracellulaire : le LBRC pour Lateral Border Recycling Compartment. C’est un réticulum de structures
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ressemblant a des vésicules interconnectées présentes au bord des cellules endothéliales et reliées a
la membrane plasmique. Il permet un recyclage continu de la membrane plasmique et la molécule
CD31/PECAM-1 est retrouvée dans ces structures (Figure 14) [Mamdouh et al., 2003]. Le r6le de ce
recyclage n’est pas encore connu, néanmoins il est nécessaire a la transmigration endothéliale et fait
intervenir les kinésines, qui sont des moteurs moléculaires et les microtubules de la cellule
endothéliale [Mamdouh et al., 2008].

Leucocyte

- Cellule
endothéliale

Figure 14 : Représentation schématique des LBRC.
D’aprés [Muller, 2011].

» Voie transcellulaire

De maniére plus rare, il a été montré que les leucocytes peuvent migrer a travers les cellules
endothéliales (Figure 13c.). Tout comme la migration paracellulaire, la migration transcellulaire
implique la formation de structures d’ancrage riches en ICAM-1 et en VCAM-1 [Carman et Springer,
2004]. Cependant un autre processus, spécifique de la voie transcellulaire, a été observé in vitro.
L'adhérence de lymphocytes a la surface de cellules endothéliales induit le recrutement de la protéine
ICAM-1 dans des régions riches en actine-F et en cavéoline-1. ICAM-1 est alors internalisée et
transloquée du pdle apical de la membrane plasmique vers le pble basal de la cellule endothéliale. Ce
transport s’effectue via des cavéoles (caveolae). Ce sont des vésicules d’endocytose impliquées dans
le transport de petites molécules ou de virus, formées a partir de microdomaines membranaires riches
en cholestérol et en glycolipides et dont la cavéoline est la protéine majeure. Ces structures
permettent la formation d'un pore transcellulaire dans lequel le leucocyte peut s’engager. Les
cavéosomes, observés dans les cellules endothéliales et issus de la fusion de plusieurs cavéoles
transportant ICAM-1, ressemblent a des organites vésiculo-vacuolaires (VVO, Vesiculo-Vacuolar
Organelle) [Millan et al., 2006].

Les VVO sont constitués de regroupement en grappe de vésicules et de vacuoles
interconnectées et permettent I'extravasation de macromolécules des vaisseaux sanguins, et en
particulier des vaisseaux tumoraux [Dvorak et al., 1996]. lls sont fréquemment observés dans les
cellules endothéliales lors de la transmigration de neutrophiles [Dvorak et Feng, 2001]. La formation
d’'un pore transendothélial lors de la transmigration des neutrophiles observée in vivo pourrait étre due
a des structures similaires aux VVO [Feng et al.,, 1998]. Tout comme les cavéoles, les VVO sont
composés de cavéoline et ont pour fonction le transport de molécules. lls permettent également la
formation d’'un canal transcellulaire permettant la diapédése du leucocyte. Il est possible que les VVO
soient issus de la fusion de cavéoles, cependant le lien entre les VVO et les cavéoles n'est pas

encore démontré [Dvorak et Feng, 2001].
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L'implication des LBRC dans la migration transcellulaire a également été décrite. Les
molécules CD31/PECAM-1, CD99 et JAM-A ont été retrouvées dans ces organites, ce qui n’est pas le
cas de la VE-cadhérine [Mamdouh et al., 2009]. Les auteurs suggerent que la migration para- et trans-
cellulaire font intervenir des mécanismes similaires et si c’est le cas, la distinction entre les deux types
de diapédése n'a pas lieu d’étre. Cependant I'existence des LBRC n’a pour le moment pas été décrite

par d’autres équipes de recherche.

» Passage de la membrane basale et des péricytes

Suite a la transmigration endothéliale, le leucocyte doit passer a travers la membrane basale
et la couche de péricytes (Figure 13d. ). Ce passage se ferait préférentiellement dans des zones ou
I'expression des composants de la membrane basale (collagéne IV, laminine 10, nidogéne-2) est
réduite par rapport a I'expression moyenne retrouvée tout au long du vaisseau. Ces zones sont
toujours associées a un trou entre deux péricytes et sont en général localisées a coté des jonctions
cellulaires endothéliales. Il y a également un remodelage de la membrane basale par des protéases,
telles que I'élastase neutrophile NE (Neutrophil Elastase) qui dégrade les constituants de la

membrane basale [Wang et al., 2006].

2. Régulation de l'adhérence des leucocytes
La modulation de I'adhérence des cellules immunitaires par les cellules tumorales et

endothéliales participe au phénomene d’échappement de la tumeur au systéme immunitaire.

a) Expression des molécules d'adhérence dans les va  isseaux
tumoraux

Les interactions entre I'endothélium et les leucocytes sont inhibées dans les vaisseaux
tumoraux. L'un des mécanismes impliqués est la diminution du nombre des molécules d’adhérence a
la surface des cellules endothéliales.

Par exemple, I'expression des ICAM -1 et -2 est diminuée dans les cellules endothéliales
issues de carcinomes rénaux humains par rapport a celles issues de tissus normaux [Griffioen et al.,
1996], c'est également le cas de la molécule CD34 [Hellwig et al., 1997]. Dans un modéle de
tumorigeneése chez la souris, l'inhibition des interactions des leucocytes avec I'endothélium est
associée a une diminution de I'expression des molécules d’adhérence endothéliales telles qu'ICAM-1.
Il est a noter que I'expression des molécules d’adhérence a la surface des leucocytes ne semble pas
varier [Dirkx et al., 2003].

Les types de populations immunitaires recrutées au sein de la tumeur dépendent des
chimiokines et des molécules d’adhérence présentes a la surface des vaisseaux sanguins. La
régulation de ces molécules peut donc induire une diminution de la migration des cellules
immunitaires anti-tumorales, une augmentation des cellules immunitaires pro-tumorales ou encore
une augmentation des cellules immunitaires qui ont un effet anti-tumoral moins efficace. Par exemple,
dans des adénocarcinomes gastriques, la diminution de I'expression de MAdCAM-1 et 'augmentation

de celle de PNAd cause une modification des lymphocytes T recrutés. Le ratio LT CD4 et CD8 ne
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change pas mais il y a plus de LT CD4 naifs dans la tumeur, il y a donc recrutement de lymphocytes T

moins efficaces [Enarsson et al., 2006].

b) Régulation de I'adhérence par les facteurs pro-a  ngiogéniques
sécrétés par les cellules tumorales

Les facteurs angiogéniques modulent I'expression des molécules d’adhérence. Le traitement
de cellules endothéliales in vitro avec du VEGF ou du FGFb pendant 24 heures augmente
I'expression des molécules d'adhérence ICAM-1, VCAM-1 et E-sélectine a la surface cellulaire [Melder
et al., 1996]. Cependant, a partir de 48 heures de traitement, I'expression basale de ces molécules
d’adhérence et celle induite par une stimulation au TNF-a sont diminuées [Griffioen et al., 1996;
Melder et al., 1996]. In vivo, le traitement avec du FGFb induit une diminution de I'adhérence des
cellules NK aux vaisseaux tumoraux [Melder et al., 1996].

Plus récemment, un autre mécanisme a lorigine de la diminution de l'adhérence des
leucocytes induite par le VEGF a été décrit. Dans cette étude, il n'y a pas de réduction de I'expression
de molécules d’adhérence mais un probleme de distribution d'ICAM-1, et de fagon moins importante
de VCAM-1, a la surface cellulaire. Apres stimulation au TNF-a, ces molécules se déplacent et
s'organisent en groupements, or aprés traitement des cellules endothéliales au VEGF, ces
groupements sont de taille moins importante. Le VEGF induit la production de NO, qui empéche la
réorganisation d'ICAM-1 et qui inhibe Il'infiltration leucocytaire. La cavéoline-1, protéine composant les
cavéoles, agit comme un compétiteur de la NO synthase endothéliale. Sa surexpression dans des
cellules endothéliales permet de rétablir le regroupement des molécules ICAM-1 et donc d’augmenter
'adhérence des cellules immunitaires. Or I'expression de la cavéoline-1 est diminuée dans certains
cas pathologiques, comme dans les vaisseaux tumoraux. La production de NO n’est donc plus inhibée
[Bouzin et al., 2007].

Ces résultats suggerent que la stimulation chronique de I'endothélium par les facteurs
angiogéniques VEGF et FGFb présents dans le microenvironnement tumoral inhibe I'adhérence des

leucocytes.

c) Régulateurs endothéliaux de I'adhérence leucocyt  aire
Les cellules endothéliales interviennent également dans la régulation de I'inflammation. Elles
synthétisent des médiateurs chimiques qui modulent I'adhérence des cellules immunitaires. Certaines

protéines impliquées dans le processus d’angiogenése participent également a cette régulation.

@) Médiateurs de I'inflammation d’origine endothél iale
Il existe de nombreux médiateurs de 'inflammation, dont certains sont produits par les cellules
endothéliales. Par exemple, lorsqu’elles sont activées, elles produisent des cytokines telles que I'lL-1
et I'lL-6 [Libby et al., 1986; Sironi et al., 1989].
Les cellules endothéliales produisent également d'autres médiateurs, stimulateurs ou
inhibiteurs de l'inflammation. lls régulent les trois phases de la réaction inflammatoire : 'augmentation

du flux sanguin, 'augmentation de la perméabilité vasculaire et I'adhérence des leucocytes.
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Les médiateurs vasoconstricteurs, le facteur PAF (Platelet-Activating Factor) et I'endothéline
1, augmentent le flux sanguin en diminuant le diamétre des vaisseaux sanguins. lls participent ainsi a
la mise en place de la réponse immunitaire. Au contraire, des molécules telles que le NO et la
prostacycline PGI, ont un effet vasodilatateur. La deuxiéeme étape de la réaction inflammatoire est
'augmentation de la perméabilité vasculaire, qui est régulé entre autres par le NO et la prostacycline
PGIl,. De plus, certains, comme le NO et PAF, modulent I'expression ou I'activation des molécules

d’adhérence et leurs effets seront détaillés ci-dessous.

» Activateurs : exemple du facteur d’activation plaqu ettaire
L'un des médiateurs chimiques qui stimule I'adhérence des cellules immunitaires est le facteur
d’activation plaquettaire PAF. Ce glycérophospholipide est synthétisé par les cellules endothéliales
activées par un stimulus comme l'histamine ou la thrombine. Localisé a la surface des cellules
endothéliales, l'interaction du PAF avec son récepteur présent chez des granulocytes active les
intégrines B2 leucocytaires et stimule I'adhérence sur I'endothélium [Zimmerman et al., 1990; Lorant et
al., 1991].

» Inhibiteurs : exemple du monoxyde d'azote

Le NO est un vasodilatateur produit par une enzyme dépendante du calcium, la NO
synthétase (NOS). NO est synthétisé constitutivement par la NOS endothéliale (NOSe) et par la NOS
neurale (NOSn). Il est également produit dans des conditions pathologiques par la NOS inductible
(NOSi), comme par les macrophages intratumoraux de type M2 par exemple [Munder et al., 1998].
Les NOS sont, avec I'arginase, responsables du catabolisme de I'arginine.

Les inhibiteurs de NOS augmentent I'adhérence des leucocytes in vivo [Kubes et al., 1991].
Le mécanisme d’action du NO n’est pas encore connu, cependant plusieurs études ont montré son
implication dans la régulation de I'expression des molécules d’adhérence. Chez des souris NOSe™, la
P-sélectine est augmentée au niveau des vaisseaux mésentériques par rapport aux souris contrdle
[Lefer et al., 1999]. Le blocage de I'activité de NOS in vivo diminue les taux d’ARN messager et de
protéines de la L-sélectine. La protéine CD31/PECAM-1 est également diminuée au niveau
leucocytaire et endothélial sans modifier son taux d’ARN messager [Hebeda et al.,, 2008].
Derniérement, l'inhibition de la réorganisation d'ICAM-1 a la surface de la cellule endothéliale par le
NO a été décrite [Bouzin et al., 2007].

(2) Régulation par des protéines endothéliales
angiogéniques
De nombreuses protéines exprimées par les cellules endothéliales sont impliquées dans
'adhérence des leucocytes, comme les intégrines, les molécules d'adhérence ou encore les
chimiokines. Cependant, a ma connaissance, seulement deux inhibiteurs endothéliaux endogenes ont
été décrits dans la littérature : Del-1 et Gal-1. Ces deux protéines régulent également I'angiogenése.
Nogo-B, quant a elle, est également impliquée dans la modulation de I'angiogenése et augmente

l'infiltration leucocytaire.

65



» Stimulation de I'adhérence des leucocytes par Nogo- B

Nogo-B, également appelée Rtn-4B, est une protéine qui appartient a la famille des réticulons
(Rtn). Elle est fortement exprimée par les cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses
vasculaires [Acevedo et al., 2004]. Son expression par des lignées tumorales humaines a également
été rapportée [Li et al., 2001; Oertle et al., 2003]. Dans les cellules endothéliales et périvasculaires,
Nogo-B est localisée au niveau du réticulum endoplasmique. Elle est également retrouvée, mais de
facon minoritaire, au niveau de la membrane plasmique dans des régions riches en cavéoline et/ou
dans des radeaux lipidiques (lipid rafts). Son domaine N-terminal, exposé a la surface cellulaire,
stimule la migration des cellules endothéliales, alors qu'il inhibe la migration des cellules musculaires
lisses induite par le PDGF-BB in vitro. Nogo-B est fortement exprimée dans les vaisseaux sanguins in
vivo et joue un rdle important dans l'angiogenese [Acevedo et al., 2004]. Son expression est
augmentée en cas d'ischémie. Nogo-B est impliquée dans le remodelage vasculaire qui suit une
blessure au niveau de l'artére fémorale ou une ischémie du membre inférieur chez la souris [Acevedo
et al., 2004; Yu et al., 2009]. De plus, Nogo-B et son récepteur NgBR sont également nécessaires a la
formation des vaisseaux intersomitiques sur le poisson zébre (Danio rerio) [Zhao et al., 2010].

Le premier lien entre Nogo-B et l'inflammation a récemment été décrit dans un modéle
d’'ischémie du membre inférieur chez la souris. La réponse angiogénique est réduite chez les souris
Nogo'/' et elle est associée a la diminution du recrutement de monocytes/macrophages aprés
blessure, recrutement qui est nécessaire a I'artériogenése secondaire. Nogo-B est fortement exprimée
par les monocytes/macrophages et la diminution de leur recrutement s’explique par l'altération de
leurs fonctions. En effet, les monocytes/macrophages dérivés de la moelle osseuse des souris Nogo"'
ont une activation de la protéine Rac réduite, ce qui diminue la réorganisation de I'actine F et donc la
migration. De plus, ces monocytes expriment moins de chimiokines et cytokines que les monocytes
issus de souris sauvages [Yu et al., 2009].

Une autre étude a montré que le nombre de neutrophiles infiltrés dans un modéle
d’inflammation aigué est diminué chez les souris transgéniques NogoA/B'/' par rapport aux souris
sauvages. De plus, dans un modéle d'inflammation subchronique, I'cedéme développé est moins
important et il est associé a une diminution des monocytes/macrophages infiltrés. Les neutrophiles
expriment Nogo-B, cependant, contrairement a I'étude précédente, les auteurs ont montré que le rble
de Nogo-B dans I'inflammation est porté par la protéine exprimée par les cellules vasculaires. Nogo-B
est impliguée dans I'étape de transmigration endothéliale in vitro en régulant la signalisation
déclenchée par ICAM-1. En effet, il y a une diminution de la phosphorylation de la VE-cadhérine
induite par ICAM-1 dans les cellules pour lesquelles Nogo-B a été inhibé par interférence de I'ARN, et

donc une inhibition de la diapédése [Di Lorenzo et al., 2011].

» Inhibition de I'adhérence des leucocytes par la gal ectine 1
Comme précédemment décrit, Gal-1 est une protéine exprimée par les cellules tumorales
mais également par les cellules endothéliales. Elle inhibe la réponse immunitaire anti-tumorale,

notamment en inhibant l'infiltration leucocytaire.
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Gal-1 est fortement exprimée par les cellules endothéliales non quiescentes. En effet,
I'expression de la Gal-1 est augmentée chez I'Homme dans les cellules endothéliales des ganglions
lymphatiques activés par rapport aux autres ganglions [Baum et al., 1995]. De plus, lorsque les
cellules endothéliales sont incubées in vitro avec du milieu conditionné de cellules tumorales,
I'expression de Gal-1 a la surface des cellules endothéliales, ainsi que son dépdt dans la matrice
extracellulaire, sont augmentés [He et Baum, 2006]. Chez I'Homme, la protéine Gal-1 est retrouvée a
des taux élevés au niveau des cellules endothéliales de sarcomes d’Ewing et de carcinomes du colon
et du sein par rapport aux tissus normaux [Thijssen et al., 2006]. Gal-1 est également observée au
niveau de la matrice extracellulaire des cellules endothéliales de carcinomes a cellules squameuses
orales [Hsieh et al., 2008].

Gal-1 stimule la prolifération, la migration et I'adhérence des cellules endothéliales en culture
[Hsieh et al., 2008]. Elle module également la prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires
[Moiseeva et al., 2000]. L'implication de cette protéine dans I'angiogenése physiologique et tumorale a
été démontrée in vivo. Dans le modéle de la membrane chorioallantoique de I'embryon de poulet, le
traitement avec un anticorps ciblant Gal-1 réduit la densité microvasculaire. De plus, les poissons
zebres, pour lesquels I'expression de Gal-1 a été inhibée, présentent des hémorragies et des
vaisseaux défectueux. Chez les souris Gal”, la croissance tumorale est fortement inhibée avec une
diminution importante du nombre des vaisseaux sanguins tumoraux [Thijssen et al., 2006]. La
protéine, lorsqu’elle est secrétée par les cellules tumorales, active les cellules endothéliales, stimule
leur prolifération, leur migration et donc augmente I'angiogenése tumorale [Thijssen et al., 2010].

L'inhibition de Gal-1 par interférence de I'ARN dans les cellules endothéliales augmente les
interactions entre les neutrophiles et les cellules endothéliales lors de tests d’adhérence en flux.
L'effet inhibiteur de Gal-1 a été retrouvé in vivo dans des modéles d’'inflammation aigie. L'infiltration
des leucocytes est augmentée chez les souris Gal” traitées a I'IL-1B par rapport aux souris sauvages
[Cooper et al., 2008]. De plus, le recrutement des granulocytes est moins important chez les souris
traitées avec de la Gal-1 recombinante et il est associé a une diminution de la libération des cytokines
pro-inflammatoires TNFa et IL-1B [Gil et al., 2010]. L'expression endothéliale de Gal-1, induite par les
cellules cancéreuses de prostate, inhibe la migration transendothéliale des lymphocytes T [He et
Baum, 2006].

» Inhibition de I'adhérence des leucocytes par Del-1

Del-1 (Developmentally regulated endothelial cell locus 1 ou EDIL3) est une protéine associée
a la matrice extracellulaire exprimée par les cellules endothéliales. Elle est exprimée spécifiquement
par les cellules endothéliales au cours du développement embryonnaire précoce et n’est plus
détectée chez I'adulte [Hidai et al., 1998], a I'exception des cellules endothéliales du cerveau et des
poumons [Choi et al.,, 2008]. Cette protéine stimule I'adhérence et la migration des cellules
endothéliales in vitro [Penta et al., 1999] [Hidai et al., 1998]. Elle stimule également I'angiogenése
dans des tests in vitro et in vivo [Hidai et al., 1998; Penta et al., 1999; Ho et al., 2004]. Del-1 est
réexprimée en cas d'ischémie et induit la formation de nouveaux vaisseaux via son interaction avec
les intégrines a,Bs et a,Bs [Zhong et al., 2003; Ho et al., 2004].
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Un role de Del-1 dans I'adhérence des leucocytes a récemment été décrit. Les auteurs ont
montré que Del-1 est un ligand de l'intégrine leucocytaire LFA-1. Contrairement a ce qui était attendu,
'adhérence des leucocytes sur des cellules endothéliales Dell” est plus élevé que sur les cellules
contr6le in vitro et in vivo. Le mécanisme d’'action de Del-1 est le suivant : cette molécule empéche
l'interaction de LFA-1 a la surface des leucocytes avec ses ligands endothéliaux, comme ICAM-1, ce
qui inhibe I'adhérence des leucocytes. Lors de l'inflammation, I'expression de Del-1 est inhibée par la
cytokine pro-inflammatoire TNFa [Choi et al., 2008].

Des études ont montré I'implication de Del-1 dans la tumorigenése. La surexpression de Del-1
dans les lignées cancéreuses de carcinome du poumon murin (LLC1) et d'ostéosarcome humain
(143B) augmente la croissance tumorale. Cet effet pro-tumoral est associé a une augmentation de la
densité vasculaire [Aoka et al., 2002]. A l'inverse, I'inhibition de Del-1 inhibe la croissance de cellules
tumorales de cancer du colon in vivo [Zou et al., 2008]. L'expression de Del-1 a été détectée dans
plusieurs types de tumeurs humaines [Aoka et al., 2002; Sun et al., 2010] et une expression élevée
est associée avec une faible survie dans les hépatocarcinomes [Sun et al., 2010]. Jusqu’a présent,
I'effet pro-tumoral de Del-1 a été associé a son effet pro-angiogénique, cependant son implication
potentielle dans I'’échappement tumoral par inhibition du recrutement des cellules immunitaires n’a

jusqu’a ce jour pas encore été explorée.

Le systeme immunitaire est donc a la fois impliqué dans la lutte contre la tumorigenéese et
dans la promotion tumorale. Les cellules tumorales développent des mécanismes leur permettant
d'échapper a la réponse immunitaire anti-tumorale. L'inhibition de [infiltration des cellules
immunitaires dans le tissu tumoral est I'un d’entre eux. L'adhérence des cellules immunitaires sur
'endothélium peut étre régulée par les cellules tumorales, mais également par les cellules
endothéliales. A ce jour, seules deux protéines endothéliales ont été décrites pour inhiber 'adhérence
leucocytaire. Elles participent également au processus d'angiogenese, suggérant |'existence
potentielle d’autres protéines impliquées a la fois dans I'angiogenése et dans I'inhibition de l'infiltration

leucocytaire.
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Il. La VE-statine/EGLF7

A Description de la VE-statine

L'étude de la séquence de I'ADNc vezfl (équivalent murin du facteur de transcription DB1) a
permis la découverte de la VE-statine (Vascular Endothelial-statin) au sein de I'équipe en 2003
[Soncin et al., 2003]. La VE-statine a été ensuite décrite par deux autres laboratoires en 2004, sous le
nom de EGFL7 (EGF-Like domain 7) [Fitch et al., 2004; Parker et al., 2004].

1. Le gene VE-statine

Le géne de la VE-statine est localisé respectivement sur les chromosomes 9 et 2 chez
'Homme et la souris. C'est un gene conservé, retrouvé dans de nombreuses espéces [Soncin et al.,
2003]. Sur le chromosome murin, il est situé en aval du géne Notchl (116 kpb), géne qui code pour
une protéine jouant un réle important dans I'angiogenése [Le Bras et al., 2010].

Le gene VE-statine est composé de 11 exons, dont les exons la et 1b qui permettent la
transcription des ARNm VE-statine-a et VE-statine-b, ce dernier étant majoritairement exprimé dans
les cellules endothéliales. Néanmoins, ces deux ARNs codent pour la méme protéine, le codon

d'initiation de la traduction étant situé au niveau de I'exon 3 (Figure 15) [Soncin et al., 2003].

mVE-statine/egfl7

ATG Stop
la 1b v v
1kb

Figure 15 : Représentation schématique du géne muri  n VE-statine/egfl7 .

Le gene est composé de 11 exons (rectangles noirs). Les sites d'initiation de la transcription
sont situés au niveau des exons alternatifs 1a et 1b qui codent respectivement pour les
ARNmM VE-statine 1a et 1b. Le triplet ATG se situe au niveau de I'exon 3 et le codon Stop au
niveau de I'exon 10.

2. Expression de la VE-statine par les cellules end  othéliales
La VE-statine est exprimée par des lignées de cellules endothéliales humaines (HUVEC),
murines (EOMA, H5V, 1G11), bovines (BAEC) et ne I'est pas ou a des niveaux trés faibles par des
lignées non endothéliales (3T3, L929, Jurkat, HeLa, HEK293) [Soncin et al., 2003; Fitch et al., 2004].
Dans les cellules endothéliales, cette expression est directement contrdlée par les facteurs de
transcription Erg et GATA-2 et indirectement par Fli-1, ces différents facteurs étant naturellement

fortement exprimés par ces cellules [Le Bras et al., 2010].
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In vivo, le profil d’expression du gene VE-statine est conserveé entre les especes [Parker et al.,
2004]. Des études par hybridation in situ ont montré une expression de la VE-statine par les
progéniteurs endothéliaux précoces. En effet, TARNm VE-statine est détecté a E7,5 au niveau des
ilots sanguins primitifs. L'expression reste restreinte aux cellules endothéliales tout au long du
développement embryonnaire. Cette expression est aussi observée lors du développement vasculaire
du rein néo-natal chez la souris [Soncin et al., 2003; Parker et al., 2004]. L'expression de la VE-statine
est ensuite réprimée dans les cellules endothéliales quiescentes chez I'adulte, mais reste détectable
dans les vaisseaux sanguins des poumons, du cceur et du rein. La VE-statine est réexprimée par les
cellules endothéliales de tissus en situation de remodelage vasculaire (gestation, blessure artérielle,
plaques d’'athérosclérose, tumeurs humaines) [Soncin et al., 2003; Parker et al., 2004; Campagnolo et
al., 2005].

Il a également été rapporté une expression de la VE-statine dans les cellules germinales
primordiales et dans les gonades [Campagnolo et al., 2008], et plus récemment, dans un sous-type de
neurones [Schmidt et al., 2009].

3. Structure de la protéine
La VE-statine est une protéine d’environ 30 kDa, composée respectivement de 275 et de 273
acides aminés pour la protéine murine et humaine [Soncin et al., 2003].
C’est une protéine conservée au cours de I'évolution. En effet, la séquence humaine présente

77% d’homologie avec celle de la souris et du rat et 47% avec celle du xénope (Figure 16).
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Figure 16 : Alignement des séquences protéiques de la VE-statine de 'Homme, la souris, le rat et
le xénope
Effectué avec le logiciel DNASTAR.

Les bases de données de domaines protéiques prédisent plusieurs domaines dans la
séquence primaire de la protéine : un peptide signal clivable en N-terminal, retrouvé dans la majorité
des protéines sécrétées ; un domaine EMI (EMILIN) ; deux domaines EGF, dont le second pourrait
fixer le Ca2" ; ainsi qu’une région C-terminale trés conservée riche en leucine et en valine (Figure 17)
[Soncin et al., 2003; Fitch et al., 2004; Parker et al., 2004]. Les domaines EMI et EGF sont des
domaines retrouvés dans les protéines sécrétées et les protéines de la matrice extracellulaire
[Colombatti et al., 2000; Campbell et Bork, 1993]. Le premier domaine EGF posséde une région
similaire au domaine DSL (Delta/Serrate/Lag-2) retrouvé dans les ligands aux récepteurs Notch [Fitch

et al., 2004; Fleming, 1998].
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Figure 17 : Représentation schématique de la protéi  ne VE-statine.

La VE-statine est composée d'un peptide signal (PS), d'un domaine EMI, de deux
domaines EGF et d’un domaine C-terminal conservé (C-term).

Quand la VE-statine, étiquetée avec la Green Fluorescent Protein (GFP) ou avec I'épitope du
virus de la grippe HA (infuenza hemaglutinin), est surexprimée dans des cellules en culture in vitro,
elle se localise au niveau du réticulum endoplasmique. Elle se retrouve aussi dans le surnageant
cellulaire, confirmant que cette protéine est sécrétée. [Soncin et al., 2003; Fitch et al., 2004]. La VE-
statine produite par les cellules endothéliales s'associe a la matrice extracellulaire [Lelievre et al.,
2008]. De plus, la taille apparente de la VE-statine sécrétée est plus élevée que celle prédite,

suggérant des modifications post-traductionnelles [Soncin et al., 2003; Fitch et al., 2004].

Il existe un gene analogue a VE-statine/Egfl7 : le géne Egfl8, cependant celui-ci n'est pas
conservé dans toutes les espéces. Ce géne code pour une protéine qui a peu d’homologie avec la
VE-statine, environ 35 % chez 'Homme et la souris. Cependant, la prédiction de ses domaines montre
une organisation similaire a la VE-statine [Parker et al., 2004; Fitch et al., 2004].

B. Fonctions de la VE-statine dans I'endothélium

1. Roéle dans la vasculogenése et dans I'angiogenése

a) Effet de la VE-statine sur la migration cellulai  re in vitro

Le traitement de cellules musculaires lisses humaines (AoSMC) avec du milieu conditionné
contenant la VE-statine réduit la migration de ces cellules induite par le PDGF-BB dans des tests de
blessure et de chambre de migration, sans moduler leur prolifération [Soncin et al., 2003]. La VE-
statine n’a, par contre, pas d'effet sur la migration des cellules endothéliales HUVEC [Soncin et al.,
2003; Parker et al., 2004]. Ces résultats suggérent un réle de la VE-statine dans I'angiogenése et plus
particulierement dans la maturation des vaisseaux, qui nécessite la migration des cellules musculaires
lisses.

Une autre étude montre, au contraire, une stimulation de la migration de cellules endothéliales
murines (C167) et de fibroblastes embryonnaires murins (MEF) lors d’un traitement des cellules avec
du milieu conditionné dans un test en chambre de migration. Cependant aucun effet sur la mobilité
des cellules musculaires lisses de rat (RVSMC) n’est observé [Campagnolo et al., 2005]. Ces résultats

divergents pourraient s’expliquer par I'utilisation de lignées cellulaires provenant d’espéeces différentes.
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b) Etudes in vivo du role de la VE-statine dans la formation des

vaisseaux

» Etude par invalidation de géne

La premiére étude par invalidation du gene a montré un retard du développement vasculaire
des embryons VE-statine”, des ocedémes sévéres ainsi gu'une mortalité embryonnaire notable
[Schmidt et al., 2007]. Cependant, ce phénotype a été, par la suite, attribué a linactivation
concomitante du locus contenant miR-126. En effet, I'intron 7 du géne VE-statine contient la séquence
d’'un micro-ARN, miR-126 [Wang et al., 2008]. Les micro-ARNs sont de petits ARNs non codant de 20
a 25 nucléotides qui se fixent sur 'ARN de leur gene cible, induisant ainsi sa dégradation ou
l'inhibition de sa traduction [Bartel, 2004]. Les études suggérent que les génes des miR introniques
sont co-transcripts avec le gene hote. lls sont ensuite clivés par une exonucléase puis subissent les
étapes nécessaires a leur maturation [Rodriguez et al., 2004]. Les souris miR-126" présentent le
méme phénotype que celui obtenu dans I'étude précitée, tandis que les souris dont le géne VE-statine
est invalidé spécifiquement (sans toucher I'expression de miR-126) présentent un phénotype

macroscopiquement normal, mais qui reste peu détaillé [Kuhnert et al., 2008].

» Implication dans la vasculogenese
Une approche probablement plus spécifique par interférence de I'ARN chez le poisson zébre
a permis de montrer un role de la VE-statine dans la tubulogenése. L'injection d'oligonucléotides
morpholinos anti-sens ciblant la VE-statine a pour conséquence le développement de problémes
vasculaires chez 40 % des embryons. Ceux-ci n'ont pas de circulation sanguine ou ils ont une boucle
de circulation incompléte. Beaucoup d'embryons présentent des cedémes du péricarde ou des
hémorragies. Les artéres et les veines primaires sont positionnées a la bonne place, indiquant qu’il n'y
a pas de probléme de prolifération des cellules endothéliales, ni de migration. Cependant les lumiéres
vasculaires sont désorganisées ou absentes dans beaucoup de vaisseaux, reflétant un probléme de
tubulogenése (Figure 18). Il s’avere que les angioblastes, précurseurs des cellules endothéliales,
organisés en forme de cordes, ne se séparent pas et conservent des jonctions intercellulaires serrées,
empéchant ainsi la formation de la lumiére du tube endothélial. Ce phénotype peut étre attribué a la
VE-statine car la co-injection d'oligonucléotides anti-sens et d’ARNm VE-statine permet de retrouver

un phénotype normal [Parker et al., 2004].
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Figure 18 : Nombre de cellules endothéliales inchan  gé mais absence de lumiere des
vaisseaux primaires chez les poissons injectés avec des morpholinos anti-sens ciblant
la VE-statine .

Poissons transgéniques flk1:GFP (vert) a 30 heures post-fertilisation (h.p.f.) injectés avec les
oligonucléotides contréle (a., c.) et antisens ciblant la VE-statine (b., d.). a. et b. : vue latérale ;
c. et d. : sections effectuées au niveau de la ligne blanche indiquée en a. et b. et marquées a
la phalloidine (rouge, actine F) et au DAPI (bleu, noyaux). Les fleches désignent les cellules
endothéliales artérielles et les tétes de fleches, les cellules endothéliales veineuses. AD : aorte
dorsale ; VCP : veine cardinale postérieure. Barre d’échelle : 0,47 mm (a., b.) et 0,03 mm (c.,
d.). Extrait de [Parker et al., 2004]

L'observation en microscopie électronique de l'ultrastructure de vaisseaux, dont la lumiére est
réduite ou oblitérée, montre des jonctions entre cellules endothéliales placées a de mauvaises
positions. L'absence de VE-statine entraine donc des complications au niveau de la mise en place
des jonctions cellulaires, traduisant probablement un probléeme dans la polarité des cellules
endothéliales [De Maziére et al., 2008].

Ces études montrent donc une implication de la VE-statine dans la régulation de la
vascularisation. Pour ce qui est de son role dans I'angiogenése, ce modele ne permet pas de I'étudier.
En effet, les vaisseaux intersegmentaires issus de I'angiogenése régressent chez les embryons KD,
ce qui est la conséquence probable de I'absence de flux sanguin [Parker et al., 2004].

L'implication de la VE-statine dans l'organisation des cellules endothéliales lors de la
vascularisation a été confirmée par une autre étude d'interférence de I'ARN dans un modele in vitro de
corps embryoides [Durrans et Stuhlmann, 2010]. Les corps embryoides sont des structures
tridimensionnelles produites par I'agrégation de cellules souches embryonnaires et leur différenciation
peut étre comparée a la cinétique de développement précoce de I'embryon [Desbalillets et al., 2000].
En présence d’ARN ciblant la VE-statine, les corps embryoides ont des problémes de formation

précoce de I'endothélium [Durrans et Stuhlmann, 2010].
» Implication dans I'angiogenése

La présence d’'un domaine DSL dans la séquence protéique de la VE-statine suggére une

interaction possible avec les récepteurs Notch. Par un systéme de double hybride et des expériences
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de co-immunoprécipitation, il a été montré que la VE-statine recombinante peut se fixer aux quatre
sous-types de récepteurs Notch [Schmidt et al., 2009].

La voie Notch intervient dans I'angiogeneése mais également dans la différenciation neuronale
[Yoon et Gaiano, 2005]. Les neurones sont une source de VE-statine dans le cortex. In vitro, la
fixation de la VE-statine a Notch a un effet antagoniste sur la signalisation Notch induite par Jagged-1
et induit la différenciation de cellules souches neurales en neurones et en oligodendrocytes, plutdt
gu’en astrocytes [Schmidt et al., 2009]. Cette étude montre que la VE-statine peut réguler la voie

Notch et suggére un role probable dans I'angiogenese.

L'interaction de la VE-statine avec le récepteur Notch a, par la suite, été décrite dans une
étude du réle de la VE-statine dans la formation des vaisseaux. Un modéle de surexpression de la
VE-statine sous le contr6le du promoteur Tie-2 a été développé, permettant une surexpression
spécifiqgue dans I'endothélium et les cellules de la lignée hématopoiétique précoce. Les embryons
transgéniques (Tie2-VE-statine) présentent des problémes de vascularisation ainsi que des problemes
hémorragiques et cardiaques aboutissant a une Iétalité partielle. De plus, un probléme de stratification
des cellules vasculaires est observé au niveau de l'aorte dorsale. En effet, chez les embryons
sauvages, les cellules musculaires lisses (SMA") sont positionnées a coté de la couche de cellules
endothéliales (CD31"), contrairement aux embryons transgéniques. Dans ces derniers, les cellules ne
sont plus organisées en couches, les cellules SMA" sont observées entre les cellules CD31". Ce
phénotype n’est observé qu'au niveau des points de branchements, qui sont des sites de croissance
vasculaire et de remodelage. L'analyse du développement post-natal du réseau vasculaire de la rétine
montre une réponse hyper-angiogénique chez les souris transgéniques, avec une augmentation des
branchements des artéres, des veines anormales (tortueuses, structures « knot-like ») et une
augmentation du nombre de filopodes [Nichol et al., 2010].

In vitro, la surexpression de la VE-statine dans les HUVEC induit la formation d'un réseau
capillaire uniforme, sans bourgeonnement dominant tandis que l'inhibition de la VE-statine inhibe la
prolifération cellulaire, le bourgeonnement capillaire et la migration [Nichol et al., 2010], comme
retrouvé en cas d'activation de la voie Notch [Williams et al., 2006]. De plus, les phénotypes hyper-
angiogéniques observés dans la rétine et in vitro ressemblent a ceux retrouvés en cas d'inhibition de
la voie Dll4-Notch [Ridgway et al., 2006; Suchting et al., 2007].

Une interaction entre la VE-statine et Notch-4 a été décrite. Dans des tests in vitro de
transactivation avec un rapporteur luciférase comportant des éléments de réponse a Notch, la
surexpression de la VE-statine induit une diminution de moitié de l'activité luciférase, tandis que
l'inhibition de la VE-statine augmente I'activité du rapporteur. De plus, in vivo, I'expression de Hesl et
Notch4, genes cibles de Notch, est diminuée dans les rétines transgéniques Tie2-VE-statine.
L'interaction de la VE-statine avec Notch a donc un effet antagoniste sur la voie Notch. De fagon
étonnante, I'analyse de I'expression des génes cibles de Notch chez I'embryon transgénique montre
une augmentation de Heyl et Hey2, indiquant une possible action agoniste de la VE-statine pendant
'embryogenese [Nichol et al., 2010].
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La VE-statine joue donc un rdle dans le développement vasculaire, en partie via la modulation

de la voie Notch.

2. Inhibition de I'élastogenése

Notre équipe a développé un modeéle de surexpression ectopique de la VE-statine par des

kératinocytes in vivo [Lelievre et al., 2008], stratégie déja utilisée pour étudier le potentiel
angiogénique de facteurs tels que I'angiopoietine-1 [Suri et al., 1998].
Les souris transgéniques ont une peau plus souple et, a P5, la pointe de la queue des souriceaux
devient nécrotique. L'analyse histologique révele un diamétre réduit des arteres caudales par rapport
aux souris contrble. Ces vaisseaux sont également caractérisés par des cellules endothéliales
protubérantes, un nombre de couches de cellules musculaires lisses important et des cellules
endothéliales et musculaires lisses en prolifération. La limitante élastique interne est plus fine et
discontinue chez les souris transgéniques, indiquant un probléme d’organisation des fibres élastiques.
La protéine produite par les kératinocytes circule dans l'organisme par l'intermédiaire du sang et
s’accumule au niveau des parois vasculaires a distance de la peau, comme au niveau de l'aorte par
exemple. Elle y est co-localisée avec les fibres élastiques et cette co-localisation existe également
chez les embryons et les souris contrdle, au niveau des vaisseaux surexprimant naturellement la VE-
statine [Lelievre et al., 2008].

Les fibres élastiques sont des composants de la matrice extracellulaire et leur formation se
déroule en plusieurs étapes. Le précurseur soluble, la tropoélastine, est sécrété par de nombreux
types cellulaires, tels que les cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses ou les fibroblastes.
La tropoélastine s'agrege spontanément avec les tropoélastines adjacentes. Les enzymes de la
famille des lysyl oxydases LOX (LOX, LOXL1 a L4) effectuent des pontages (crosslink) entre les
tropoélastines, formant ainsi des polyméres d’élastine insoluble [Kielty et al., 2002; Lucero et Kagan,
2006].
Des tests in vitro ont permis de montrer que la VE-statine interféere avec I'assemblage final des fibres
élastiques. Elle n'a cependant pas d’effet sur les fibres élastiques déja déposées. Le traitement des
fibroblastes embryonnaires murins (MEF) avec la protéine VE-statine recombinante inhibe I'activité
enzymatique des LOX. Des expériences de co-immunoprécipitation ont permis de valider une
interaction directe de la VE-statine avec les LOX, via leur domaine catalytique. De plus, la VE-statine
endogéene secrétée par les HUVEC est localisée avec Lox-L2 dans la matrice extracellulaire. Une
approche par interférence de 'ARN a permis de montrer que la VE-statine inhibe le dép6t des fibres
élastiques en réprimant l'activité LOX des HUVEC. En effet, lorsque I'expression de la VE-statine
endogéne est inhibée dans les HUVEC, l'activité LOX augmente, et par conséquent, il y a un dépdt
massif de fibres élastiques par ces cellules. La VE-statine réprime également la transcription de la
tropoélastine, via l'inhibition de I'activité de LOXL2 [Leliévre et al., 2008].

La VE-statine est donc un inhibiteur endogéne aux cellules endothéliales de I'élastogenése

vasculaire.

76



3. Inhibition de I'expression d’'ICAM-1

Des études récentes ont montré que I'hypoxie stimulerait la production de VE-statine dans des
cellules endothéliales d'artere coronaire humaine (HCAEC) [Badiwala et al.,, 2010]. A linverse,
I'hyperoxie réduirait I'expression de la VE-statine in vitro, dans les cellules endothéliales HUVEC, et in
vivo dans des poumons de rats nouveau-nés [Xu et al., 2008]. Dans un modéle in vitro d’hypoxie
suivie d’'une réoxygénation, mimant un événement d’ischémie/reperfusion, I'expression de la molécule
d’adhérence ICAM-1 est augmentée. Cette augmentation semble inhibée en présence de VE-statine
recombinante. Une diminution de Il'expression basale d'ICAM-1 a également été observée en
présence de VE-statine recombinante. Les auteurs suggerent que cet effet passe par la voie du
facteur nucléaire NF-kB (Nuclear Factor kB). En effet, la translocation dans le noyau de NF-kB, qui a
lieu aprés hypoxie et réoxygénation, est inhibée en présence de VE-statine et le taux de son inhibiteur
cytoplasmique IkB-a partiellement restauré, aboutissant a une inhibition de I'activation de NF-kB
[Badiwala et al., 2010].

NF-kB et ICAM-1 étant impliqués dans l'inflammation [Pasparakis, 2009; Ley et al., 2007], ces

données suggerent un role de la VE-statine dans le processus inflammatoire.

C. VE-statine et cancer

1. Expression de la VE-statine dans les tumeurs hum  aines

Parker et al. ont publié la premiére observation d'une réexpression de la VE-statine dans des
tumeurs humaines de poumons et du rein [Parker et al., 2004]. Cependant, il n'a pas été précisé si les
cellules productrices de VE-statine étaient d’origine endothéliale ou tumorale. Par la suite, plusieurs
études plus approfondies ont montré une expression ectopique de la VE-statine par les cellules
tumorales dans différents types tumoraux.

Dans le cancer colorectal, des niveaux d’ARN messager de la VE-statine ont été évalués par
RT-PCR quantitative. Les taux élevés de VE-statine correspondent a des tumeurs avec un grade
pathologique élevé. L'expression du gene est également corrélée avec la présence de métastases
dans les ganglions lymphatiques. Cependant, les taux de VE-statine ne sont corrélés ni avec
l'invasion vasculaire, ni avec la survie sans progression ou la survie globale [Diaz et al., 2008]. La
technique utilisée ne permet pas de savoir par quel type cellulaire la VE-statine est produite.

Une analyse par immunohistochimie d’hépatocarcinome humain montre une surexpression de
la VE-statine par les cellules tumorales dans 90% des tumeurs testées. Il n'est cependant pas précisé
si la protéine est réexprimée par les cellules endothéliales. La surexpression de la VE-statine est
significativement plus élevée dans les tumeurs avec des nodules multiples, sans capsule et avec des
invasions vasculaires, qui sont des marqueurs métastatiques. Ce niveau est également corrélé avec le
mauvais pronostic [Wu et al., 2009].

Dans le gliome, des taux élevés d’ARN messager et de protéine VE-statine corrélent avec le
haut grade tumoral. De plus, il existe une association entre la surexpression, la prolifération cellulaire

et la densité microvasculaire. Le marquage par immunohistochimie permet de détecter la VE-statine
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dans le cytoplasme des cellules tumorales, mais également des cellules endothéliales [Huang et al.,
2010].

Ces études montrent une surexpression de la VE-statine par les cellules cancéreuses
humaines corrélée avec le grade tumoral et/ou les marqueurs métastatiques et/ou le mauvais
pronostic, selon le type tumoral. Ces données suggérent que la VE-statine est une protéine pro-

tumorale et pro-métastatique.

2. VE-statine et métastases

L’'analyse de I'expression de la VE-statine dans des lignées cellulaires d’hépatocarcinomes
(HepG,, MHCC97-L et HCCLM3) montre des niveaux protéiques corrélés avec le potentiel
métastatique de ces lignées. En d’autres termes, plus la lignée exprime de la VE-statine, plus elle est
métastatique. L’inhibition de I'expression de la VE-statine par interférence de I'ARN diminue la
migration des cellules HCCLM3 (HCCLM3-ARNSsi") sans affecter la prolifération cellulaire in vitro [Wu
et al., 2009]. Les auteurs se sont intéressés a la protéine FAK (Focal Adhesion Kinase), qui est une
tyrosine kinase cytoplasmique impliquée dans la migration interagissant avec les récepteurs aux
intégrines ou aux facteurs de croissance, tel que le récepteur a I'EGF (EGFR) [Cox et al., 2006]. La
phosphorylation de FAK, nécessaire a son activation, est diminuée lorsque I'expression de la VE-
statine est inhibée dans les HCCLM3. La stimulation des HCCLM3-ARNSsi" avec de la protéine VE-
statine recombinante permet d’augmenter la phosphorylation de FAK et la migration cellulaire. Ces
effets sont annulés par un inhibiteur du récepteur a I'EGF, suggérant un effet via celui-ci [Wu et al.,
2009]. Cependant ce serait par une action indirecte vu que ce dernier n’interagit pas directement avec
la VE-statine [Schmidt et al., 2009].

Afin de confirmer ces résultats, les auteurs ont utilisé un modele métastatique murin
d'hépatocarcinome. Les tumeurs primaires du foie sont plus petites dans le groupe HCCLM3-ARNSsi"
par rapport aux souris du groupe contréle, suggérant une promotion de la croissance tumorale par la
VE-statine. La densité microvasculaire est également plus faible dans les tumeurs HCCLM3-ARNSsi".
De plus, ces souris présentent moins de métastases intrahépatiques et pulmonaires. En accord avec
les résultats in vitro, I'inhibition de la VE-statine diminue la phosphorylation de FAK [Wu et al., 2009].

Cette premiere étude expérimentale confirme l'implication de la VE-statine dans la formation
des métastases, possiblement en partie via la voie EGFR-FAK. La protéine FAK est impliquée dans le
processus métastatique. En effet, I'expression inductible d’'un dominant négatif de FAK réduit la
croissance de la tumeur primaire et les métastases pulmonaires dans un modele de rat syngénique
[van Nimwegen et al., 2005]. De plus, FAK est surexprimée dans de nombreux cancers et cette

expression est corrélée avec des phénotypes invasifs [Owens et al., 1995; Cance et al., 2000].

La VE-statine est donc une protéine majoritairement produite par les cellules endothéliales.
Elle exerce de nombreuses fonctions sur I'endothélium. En effet, elle est impliqguée dans les processus
de vasculogenése et d’angiogenese, méme si son role exact reste a approfondir. C'est également un

régulateur naturel de I'élastogenése vasculaire. De plus, elle a été récemment décrite comme un
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inhibiteur de I'expression d'ICAM-1 par les cellules endothéliales, suggérant un rdle potentiel de la VE-
statine dans l'inflammation.

La VE-statine est exprimée de maniére ectopique par les cellules cancéreuses dans les
tumeurs colorectales, dans les gliomes et les hépatocarcinomes humains. Son expression est corrélée
avec un haut grade des tumeurs, un fort taux métastatique et un mauvais pronostic. A I'heure actuelle,
une seule étude expérimentale du rble de la VE-statine dans la formation des métastases a été
publiée et a montré un rdle pro-métastatique de cette protéine.

Le but de ce projet de thése a été d’'étudier le role de la VE-statine dans la croissance et

'angiogenése tumorales.
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Mon travail de thése a consisté en I'étude du réle de la VE-statine dans la tumorigenése et
dans I'angiogenése en utilisant des cellules tumorales surexprimant cette protéine. Dans une premiere
partie, je décris les approches in vitro et in vivo réalisées avec un systéme inductible de
surexpression, ainsi que les problémes de reproductibilité rencontrés qui nous ont décidés a changer
d’approche. Puis, je présente les résultats in vitro et in vivo issus de la surexpression de la VE-statine
par un systeme d'infection virale. Enfin, dans la troisieme partie, je parle du réle de la VE-statine dans

I'infiltration des cellules immunitaires dans les tumeurs.

Au début de ce travail, aucune étude sur le rble de la VE-statine dans la tumorigenése n’avait
été publiée. L'implication de la VE-statine dans la vasculogenese [Parker et al., 2004] et dans la
migration des cellules musculaires lisses, mécanisme important de la maturation vasculaire, avait été
décrite [Soncin et al., 2003]. Cependant, son role éventuel dans la formation des vaisseaux tumoraux
restait inexploré. Quelques travaux avaient, néanmoins, mis en évidence une expression augmentée
du géne VE-statine dans plusieurs tumeurs humaines par rapport aux tissus normaux. En effet, Parker
et al. avaient rapporté une expression du gene dans les tumeurs du poumon et du rein [Parker et al.,
2004]. De plus, notre équipe avait analysé I'expression du gene VE-statine dans des tissus normaux
et tumoraux par hybridation in situ sur des lames de tissus-arrays. Cette étude avait mis en évidence
une augmentation de son expression dans les carcinomes humains a cellules squameuses de I'utérus
et du poumon (résultats non publiés). Une étude ultérieure de tumeurs du poumon a différents stades
TNM (Tumor, lymph Nodes, Metastasis) avait montré une expression du géne VE-statine spécifique
au stade T2 (résultats non publiés). L'’ensemble de ces données suggéraient donc un role possible de

la VE-statine dans la tumorigenese.

I. Surexpression de la VE-statine par un systéme in  ductible

La premiére stratégie de surexpression de la VE-statine a été basée sur l'utilisation d'un
systeme inductible par la tétracycline. L'avantage de cette méthode est de pouvoir contrdler la

production de la protéine dans le temps.

Suite aux résultats préliminaires de I'équipe sur I'expression de la VE-statine dans le cancer
du poumon, nous avons choisi de surexprimer la VE-statine dans la lignée cancéreuse murine LLC1
(Lung Lewis Carcinoma) issue d'un adénocarcinome du poumon. Ce modéle de tumorigenése
présentait par ailleurs I'avantage d'étre bien documenté dans la littérature.

D’autre part, le systeme immunitaire jouant un réle important dans le développement tumoral
et dans la dissémination métastatique [Joyce et Pollard, 2009; Schreiber et al., 2011], nous avons
décidé d'utiliser une lignée cancéreuse murine, qui permet d'établir des modéles de tumorigenése

chez des souris syngéniques immunocompétentes, contrairement aux cellules d’origine humaine.
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A. Surexpression de la VE-statine par un systeme in  ductible et

caractérisation des clones in vitro

L'expression basale de la VE-statine par les LLC1 a été au préalable évaluée par RT-PCR
guantitative et comparée a celles des cellules fibroblastiques et endothéliales murines. En effet, a
I'état physiologique, les cellules endothéliales expriment ce géne de maniére importante, alors que les
fibroblastes ne I'expriment que trés peu [Soncin et al., 2003]. Le taux d’expression du gene VE-statine
des LLC1 est supérieur a celui retrouvé dans les lignées fibroblastiques L929 et 3T3, respectivement
150 fois et 46 fois plus élevé. Il est cependant inférieur a celui observé dans les quatre lignées de
cellules endothéliales testées (1G11, EOMA, H5V, MS1) : respectivement 23 fois et 36 fois moins
élevé que le niveau des EOMA et des MS1 par exemple (Figure 19). Le niveau d’expression du géne
VE-statine par les LLC1 est donc inférieur a celui retrouvé dans les cellules qui I'expriment

naturellement.
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Figure 19 : Comparaison de I'expression du géne  VE-statine par la lignée cancéreuse LLC1 avec celle des
lignées fibroblastiques et endothéliales.

Evaluation par RT-PCR quantitative des taux d'expression du gene VE-statine dans les lignées murines
fibroblastiques (L929, 3T3), endothéliales (1G11, EOMA, H5V, MS1) et de cancer du poumon LLC1.

Avant mon arrivée dans I'équipe, il avait été choisi de surexprimer la VE-statine de maniére
inductible en utilisant le plasmide pSTAR. Ce vecteur posséde un promoteur de type « Tet-ON »,
permettant la surexpression de la protéine d'intérét en présence de tétracycline et confére une
résistance a la néomycine [Zeng et al., 1998]. L'ADNc de la VE-statine murine de pleine longueur,
avec une étiquette C-terminale codant la séquence de l'influenza hemagglutinin (HA), a été inséré
dans les sites EcoRI/BamHI du vecteur pSTAR. L'étiquette HA a été ajoutée pour pouvoir vérifier la
surexpression de la VE-statine par un Western blot anti-HA, étant donné qu'il n'existait pas

d’anticorps commercial reconnaissant efficacement la VE-statine murine.
Au début de ce travail, nous avons transfecté les cellules LLC1 avec le pSTAR codant pour la

VE-statine. La surexpression inductible et réversible de la VE-statine par les clones stables

sélectionnés en présence de néomycine a été vérifiée par RT-PCR quantitative et par Western blot.
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Parmi la centaine de clones obtenus, la majorité exprime la VE-statine de maniére non
inductible ou alors de maniére trop faible pour étre détectée par Western blot. Seuls les clones cl et
c62 remplissent les criteres précités. En effet, I'incubation avec la doxycycline (dérivé de la
tétracycline) induit une forte augmentation des taux d’ARNm dans les clones c1 et c62, ce qui n'est
pas le cas, par exemple, pour les clones b9 et c44 choisis parmi les non inductibles. Les niveaux
d’expression des clones cl et c62 sont respectivement 33 et 15 fois plus élevés que ceux des LLCL1.
Néanmoins, leurs taux d’ARNm VE-statine en absence de doxycycline sont plus élevés que
I'expression basale des LLC1 contr6le, non transfectées. Il y a donc une « fuite d’expression », c'est-
a-dire une expression de base en absence de I'inducteur. Celle-ci est plus importante pour le clone cl
gue pour le clone c62. La différence d’expression entre les cellules non induites et les cellules induites
est plus élevé pour le clone c62 (5,7 fois pour le c62 et 2,6 fois pour le c1). Notons par ailleurs que la
présence de doxycycline a peu deffet sur I'expression de la VE-statine par les LLC1 non
transfectées : le taux d’ARNm est augmenté de 1,2 fois dans les LLC1 + Dox par rapport au LLC1 —
Dox, ce qui est plus faible que I'expression induite par la doxycycline pour les clones c1 et c62 (Figure
20a.). De facon attendue, les taux protéiques de VE-statine sont augmentés en présence de la
doxycycline dans les clones c1 et c62 (Figure 20b. ). Enfin, la surexpression de la VE-statine-HA est
réversible car le retrait de la doxycycline induit une forte diminution des taux protéiques (Figure 20b. )
et un retour a l'état basal au niveau ARNm (Figure 20a.). La réversibilité de la surexpression

témoigne donc du bon état du promoteur inductible.
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Figure 20 : Sélection des clones stables inductible  s.

Les LLC1 et les clones b9, c1, c44 et c62 ont été incubés 2 jours en absence (- Dox), ou en présence de 2 pug/ml
de doxycycline (+ Dox), ou en présence de doxycycline pendant 2 jours suivi par un jour sans traitement (Stop).
L'expression de la VE-statine a été évaluée par RT-PCR quantitative (a.) et par un Western blot anti-HA (b.,
dépot de 30 pg d’extrait protéique).

Afin de voir si la stimulation par la doxycycline modifie les caractéristiques intrinséques des
cellules tumorales, les deux clones sélectionnés, cl et c62, ont tout d’abord été analysés in vitro, en
termes de croissance cellulaire, de croissance en condition indépendante de Il'ancrage et de
migration.

L’incubation avec la doxycycline ne modifie pas la croissance cellulaire des clones c1 et c62,

la présence de la doxycycline n’a pas d'effet sur les LLC1 non plus. La courbe de croissance du clone
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cl est superposable a celle des LLC1, alors que la croissance du clone c62 est ralentie (Figure 21).

Le clone c62, dérivant des LLC1, a donc des caractéristiques modifiées par rapport a la lignée

d’origine.
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Figure 21 : La stimulation par la doxycycline n'aff ~ ecte pas la prolifération cellulaire.

Les cellules LLC1, cl et c62 ont été ensemencées a 2500 cellules/cm?, cultivées en absence (- Dox) ou en
présence (+ Dox) de 2 pg/ml de doxycycline et comptées quotidiennement. La courbe de croissance des LLC1 a
été représentée en pointillés (- - - ) sur les graphiques correspondant aux croissances des clones c1 et c62.

D’autre part, la stimulation par la doxycycline diminue la formation de colonies en conditions
indépendantes de I'ancrage de 80 % pour le clone c62 et de 50 % pour le c1. La doxycycline n'affecte
pas la formation de colonies des cellules LLC1 (Figure 22a., b.). De plus, la migration est tres
fortement diminuée pour le clone c1 (98 %) (Figure 22c. ).

Ces données in vitro suggérent donc un effet inhibiteur potentiel de la stimulation des clones

cl et c62 par la doxycycline sur la tumorigenése et sur I'invasion in vivo.
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Figure 22 : L’induction de la surexpression par la doxycycline réduit fortement la formation de coloni es

en conditions indépendantes de I'ancrage et la migr  ation.

a.,, b. Les LLC1, cl et c62 ont été ensemencées a faible densité (500 cellules/cm?) dans 0,45 % d'agar et
cultivées en absence (- Dox) ou en présence de 2 ug/ml de doxycycline (+ Dox), aprés 6 jours les puits ont été
photographiés (a.) et le nombre moyen de colonies a été évalué (b.), * p<0,05. c. Les cellules ont été
ensemencées (5x104) sur des membranes poreuses et cultivées en absence (- Dox) ou en présence de 2 pg/ml
de doxycycline (+ Dox) pendant 24 h, le pourcentage de cellules ayant migré a été évalué.

B. Effet de la stimulation par la doxycycline in vivo

1. L’induction par la doxycycline retarde la croiss ance tumorale

Dans un deuxiéme temps, l'effet de I'induction de la surexpression de la VE-statine par la
doxycycline a été évalué in vivo. Pour cela, nous avons établi un modele de tumorigenése chez des
souris syngéniques immunocompétentes (C57BL/6) en leur implantant les cellules LLC1 et c1 par voie
sous-cutanée. L'induction par la doxycycline et des taux d’expression de la VE-statine élevés sont
associés a un retard de croissance tumorale des cellules du clone cl1. En effet, les LLC1 (expression
faible) atteignent le volume tumoral de 400 mm? en 13 jours ; le clone c1 non induit (- Dox, expression
moyenne) en 20 jours et le clone cl induit (+ Dox, expression forte) en 24 jours. La différence de

croissance entre les tumeurs c1 non induites et induites est observé a partir de 18 jours (Figure 23).
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Figure 23 : L'induction de la surexpression de la V  E-statine par la doxycycline ralentit la croissance
tumorale chez les souris.

Les LLC1 et cl ont été injectées (1x106/100 ul) par voie sous cutanée au niveau du flanc des souris C57BL/6. De
I'eau normale (LLC1, c1 - Dox) ou contenant 0,5 mg/ml de doxycycline (c1 + Dox) a été distribuée aux souris. Les
tumeurs ont été mesurées régulierement. Les astérisques représentent les différences significatives entre les
volumes de la condition c1 - Dox et c1 + Dox, * p<0,05 ; ** p<0,01.

Afin de vérifier si la VE-statine est bien surexprimée dans notre modele in vivo, nous avons
prélevé les tumeurs a différents temps aprés implantation et analysé I'expression de la VE-statine par
Western blot et par RT-PCR quantitative. Au début du développement tumoral (jours 10 et 14),
aucune induction d’expression de la VE-statine chez les souris traitées a la doxycycline n'est détectée
au niveau protéique. Cependant, a des temps plus avancés (jours 18, 21 et 24), une augmentation
des taux protéiques est observée dans les tumeurs cl + Dox par rapport aux tumeurs cl — Dox
(Figure 24a.), correspondant au moment ou les croissances tumorales different (Figure 23).
L'expression basale de la VE-statine-HA en absence de doxycycline confirme la fuite d’expression du
systeme in vivo (Figure 24a.). De maniéere surprenante, I'évaluation des taux d’ARNm par RT-PCR

guantitative ne permet pas de retrouver cette différence d’expression, mis a part a J21 (Figure 24b. ).
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Figure 24 : Vérification de la surexpression de la VE-statine dans les tumeurs induites a la doxycycli ne.

Les tumeurs cl ont été prélevées a différents temps apres injection des cellules tumorales chez la souris. Les
taux protéiques de VE-statine ont été évalués par un Western blot anti-HA (a., dépdt de 25 pg d’extrait protéique)
et les taux d’ARNm par RT-PCR quantitative (b.).

2. Analyse de I'angiogenése tumorale

La VE-statine est une protéine exprimée spécifiquement par les cellules endothéliales en
conditions physiologiques et elle est impliquée dans la formation des vaisseaux normaux [Soncin et
al., 2003; Parker et al.,, 2004; Nichol et al., 2010]. L'une des hypothéses pouvant expliquer la
différence de croissance tumorale observé dans notre modéle murin est une maodification de
'angiogenese tumorale par la surexpression de la VE-statine. Celle-ci a donc été évaluée par un
marquage de la protéine CD31/PECAM exprimée majoritairement par les cellules endothéliales. La
microdensité vasculaire a été analysée dans les zones fortement vascularisées, appelées hot-spots
angiogéniques. Les vaisseaux sanguins semblent plus nombreux et plus courts dans les tumeurs c1 +
Dox (Figure 25a.). Cependant, I'évaluation du marquage CD31 (Figure 25b.) et de la taille des
vaisseaux CD31" (Figure 25c.) par un logiciel d’analyse d'image ne permet pas d'observer de
différences significatives. Cela s’explique soit par une absence effective de différence, soit par un
nombre d’'échantillons trop faible par groupe qui ne permet pas de distinguer des variations

statistiquement différentes.
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Figure 25 : Effet de la surexpression de la VE-stat  ine sur I'angiogenése tumorale.

Les vaisseaux des tumeurs c1 induites (+ Dox) et non induites (- Dox) ont été visualisés par un immunomarquage
CD31/PECAM et les coupes ont été contre-colorées a I'hématoxyline. a. Les hot-spots angiogéniques ont été
photographiés, la barre représente 100 pum. b., c. L’aire du marquage CD31" (b.) et la taille moyenne des
vaisseaux (c.) ont été quantifiées avec un logiciel d’analyse d’'images.

Aussi, afin d’obtenir des données sur des groupes plus importants, nous avons été amenés a
répéter cette expérience de tumorigeneése in vivo, mais nous avons alors été confrontés a des

problémes de reproductibilité.

3. Problémes de reproductibilité  in vivo
La premiére étude de tumorigenése du clone cl chez la souris suggére un effet anti-tumoral
de la VE-statine. Cependant, nous n'avons pas pu répéter ces résultats. En effet, dans une des
expériences suivantes, le traitement a la doxycycline induit une faible surexpression de la protéine.
Cela a pour conséquence une plus petite différence de croissance entre les tumeurs cl - Dox et c1 +
Dox que dans I'expérience précitée (Figure 26a.). Dans une autre étude, la présence de doxycycline
n’induit pas de production de VE-statine et aucune différence de croissance tumorale n’est observée.

Cette perte d’'induction est également observée avec le clone ¢62 in vivo (Figure 26b. ).
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Figure 26 : Problemes de reproductibilité¢  invivo .

a., b. Les cellules c1 et c62 ont été injectées (1x106/100 pl) par voie sous cutanée au niveau du flanc des souris
C57BL/6. De I'eau normale (cl - Dox) ou contenant 0,5 mg/ml de doxycycline (c1 + Dox) a été distribuée aux
souris. Les tumeurs ont été mesurées régulierement (a., b. haut). Les tumeurs ont été prélevées 30 jours (a.) ou
24 jours (b.) apres l'injection et les taux protéiques de VE-statine ont été évalués par Western blot anti-HA (a.
bas, dépbt de 50 pg d'extrait protéique, b. bas, dépbt de 30 pg d'extrait protéique). b. bas Des extraits
protéiques issus de tumeurs c1 — Dox et c1 + Dox ayant une grande différence de croissance in vivo lors de
I'expérience précédente ont servi de témoin positif d'induction.

Ces problémes de reproductibilité nous empéchant d’avancer dans la compréhension du réle
de la VE-statine dans la tumorigenése in vivo, nous avons alors été rapidement contraints de changer

de stratégie de surexpression.

Il. Etude de l'effet de la VE-statine surexprimée p ar infection

virale sur la tumorigenese

La seconde approche que nous avons développée a été la surexpression de la VE-statine par
infection virale, permettant ainsi de travailler sur une population globalement infectée, et non pas sur
une population clonale. Comme précédemment, nous avons surexprimé la protéine murine dans les
cellules LLC1. Nous avons également utilisé la lignée cancéreuse murine 4T1, issue d'un carcinome

mammaire, décrite dans la bibliographie comme étant fortement métastatique.

A. Surexpression de la VE-statine par un systeme d’  infection virale

L’ADNCc de la VE-statine murine de pleine longueur, avec une étiquette HA, a été inséré dans
le plasmide pMSCV qui a permis la production de virus lorsqu’il a été transfecté dans des cellules

encapsidatrices HEK-GP. Nous avons alors obtenu des populations contrdle, infectées par les virus
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contrble (4T1-Ctrl et LLC1-Ctrl) et des populations infectées par les virus codant la VE-statine (4T1-VE
et LLC1-VE).

Les taux d’ARNm VE-statine des cellules 4T1-Ctrl et 4T1-VE ont été quantifiés par RT-PCR
guantitative et comparés a l'expression retrouvée dans la lignée LLC1 et dans les cellules
fibroblastiques et endothéliales murines. Cette analyse montre tout d’abord que le taux d’ARNm est 2
fois moins élevé dans les 4T1-Ctrl que celui des LLC1 non infectées. Cependant, tout comme pour les
LLC1, cette expression basale se situe entre celles des lignées fibroblastiques et des lignées
endothéliales. D’autre part, I'approche de surexpression de la VE-statine par infection virale permet
d’obtenir un taux trés important d’ARNm VE-statine dans les cellules 4T1-VE : 850 fois plus élevé que
celui des cellules 4T1-Ctrl et 11 fois plus élevé que celui des cellules endothéliales qui I'expriment le
plus, les MS1 (Figure 27a.). Par ailleurs, nous avons également vérifié la surexpression de la protéine
par les 4T1-VE et les LLC1-VE par Western blot (Figure 27b.).

L’infection des cellules 4T1 et LLC1 par les virus codant la VE-statine permet donc bien la
surexpression de notre protéine d’intérét. Le taux d’ARNm VE-statine des cellules 4T1-VE se
rapproche de celui exprimé physiologiguement par les cellules endothéliales. Le niveau de
surexpression de la VE-statine obtenue par infection virale apparait donc satisfaisant pour étudier

I'effet de la VE-statine sur la tumorigenese.
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Figure 27 : Surexpression de la VE-statine paruns  ysteme d’infection virale.

a. Les taux d’expression de VE-statine par la lignée 4T1 infectée avec des virus contrdle (4T1-Ctrl) ou des virus
codant pour la VE-statine (4T1-VE) ont été quantifiés par RT-PCR quantitative et comparés aux taux retrouvés
dans les lignées murines fibroblastiques (L929, 3T3), endothéliales (1G11, EOMA, H5V, MS1) et dans la lignée
tumorale LLC1, tels que présentés en Figure 19. b. Les cellules 4T1 et LLC1 ont été infectées avec des virus
contrble (4T1-Ctrl, LLC1-Ctrl) ou des virus codant pour la VE-statine (4T1-VE, LLC1-VE) et la surexpression de la
VE-statine a été vérifiée par Western blot anti-HA.
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B. Caractérisation des lignées 4T1 et LLC1 infectée s in vitro

L'effet de surexpression de la VE-statine a tout d’abord été étudié in vitro. Les propriétés de
prolifération, de migration et de formation de colonies en conditions indépendantes de I'ancrage ne

sont pas modifiées entre les cellules Ctrl et VE, dans les deux types cellulaires testés (Figure 28).
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Figure 28 : La surexpression virale de VE-statine n ’'a pas d'effet sur la croissance sur plastique, la
migration et la croissance en conditions indépendan tes de I'ancrage in vitro.

a., d. Les cellules infectées 4T1 et LLC1 contrble (-Ctrl) ou surexprimant la VE-statine (-VE) ont été ensemencées
a 1250 cellules/cm? (a., 4T1) ou a 2500 cellules/cm? (d., LLC1) et comptées quotidiennement. b., e. Les cellules
ont été ensemencées (5x107) sur des membranes poreuses et cultivées pendant 24 h, le pourcentage de cellules
ayant migrées a été évalué. c., f. Les cellules ont été ensemencées a faible densité (250 cellules/cm?) dans 0,45
% d’agar, aprées 10 jours de culture pour les LLC1 et 14 jours pour les 4T1, le nombre moyen de colonies par cm?
a été compté.

D'aprés les résultats obtenus in vitro, les caractéristiques intrinseques des cellules
cancéreuses surexprimant la VE-statine ne sont pas modifiées, contrairement a ce qui a été observé
avec les clones inductibles cl et c62. Afin de multiplier les modéles pour s’affranchir d’'un éventuel
effet du type cellulaire ou du fond génétique, nous avons étudié ces cellules dans deux modeéles de
tumorigenése in vivo, un modeéle orthotopique et un hétérotopique, dans deux souches de souris
différentes.
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C. Effet de la surexpression de la VE-statine sur | a tumorigenése in

Vivo

1. Augmentation de la croissance tumorale

Nous avons tout d'abord établi un modele de tumorigenése orthotopique. La lignée
cancéreuse mammaire 4T1 a été injectée au niveau de la glande mammaire des souris syngéniques
et immunocompétentes Balb/c. La surexpression de la VE-statine accélére la croissance tumorale.
Les tumeurs 4T1-VE atteignent le volume de 680 +/- 170 mm?®, 27 jours aprés limplantation, un
volume plus de 2 fois plus élevé que celui des tumeurs 4T1-Ctrl (300 +/- 80 mm3) (Figure 29a.). Le
poids des tumeurs 4T1-VE (1,6 +/- 0,2 g) est, par conséquent, doublé par rapport aux tumeurs 4T1-
Ctrl (0,8 +/- 0,2 g) a 27 jours post-implantation (Figure 29b. ).

Afin de vérifier la surexpression de la VE-statine par les cellules 4T1-VE in vivo, le taux
d’ARNm VE-statine a été analysé par RT-PCR quantitative. Il est augmenté de 175 +/- 80 fois dans
les tumeurs 4T1-VE par rapport aux 4T1-Ctrl (Figure 29c. ). La surexpression de la VE-statine par les
tumeurs 4T1-VE a également été confirmée par Western blot et par immunohistochimie (Figure 29d.,

e.).
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Figure 29 : La surexpression de la VE-statine par|  es 4T1 augmente la croissance tumorale.

Les 4T1-Ctrl et 4T1-VE ont été injectées (5x105/50 ul, 7 animaux par groupe) dans la glande mammaire de souris
Balb/c. a. Les tumeurs ont été mesurées régulierement, * p<0,05. b. Apres sacrifice, les tumeurs ont été
prélevées et pesées, * p<0,05. La surexpression de la VE-statine dans les tumeurs a été vérifiée par RT-PCR
quantitative (c.), par Western blot anti-HA (d., dépét de 75 ug d’extrait protéique) et par immunomarquage de la
VE-statine murine contre-coloré a I'hématoxyline (e.), la barre représente 100 pum. Ces données sont
représentatives de 5 expériences effectuées dans des conditions similaires.
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Cet effet pro-tumoral a été confirmé dans un modeéle de tumorigenése hétérotopique in vivo.
Pour cela, les cellules tumorales pulmonaires LLC1-Ctrl et LLC1-VE ont été implantées par voie sous-
cutanée chez des souris syngéniques et immunocompétentes C57BL/6. Aprés 25 jours de croissance,
les tumeurs LLC1-VE atteignent le volume moyen de 2370 +/- 540 mm® et un poids de 4,6 +/- 0,7 ¢
tandis que le volume est de 1340 +/- 230 mm? pour les tumeurs LLC1-Ctrl et le poids de 3,1 +/- 0,6 g
(Figure 30a., b.). Une analyse par RT-PCR quantitative montre une augmentation de 130 +/- 35 fois
de la quantité d’ARNm VE-statine dans les tumeurs LLC1-VE par rapport aux LLC1-Ctrl (Figure 30c. ).
Notons que cette augmentation est du méme ordre de grandeur que celle retrouvée dans les cellules
4T1. La surexpression de la VE-statine est également confirmée par Western blot (Figure 30d. ).

La surexpression de la VE-statine augmente donc aussi la croissance tumorale dans ce
modéle de tumorigenése, méme si la différence de croissance est moins importante que celle des
4T1.
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Figure 30 : Confirmation de I'effet pro-tumoral de la surexpression de la VE-statine avec le modeéle LL C1

en sous-cutané.

Les LLC1-Ctrl et -VE ont été injectées (5x105/50 pl, 7 animaux par groupe) par voie sous-cutanée au niveau du
flanc de souris C57BL/6. a. Les tumeurs ont été mesurées régulierement, * p<0,05. b. Aprés sacrifice, les
tumeurs ont été prélevées et pesées. c., d. La surexpression de la VE-statine dans les tumeurs a été vérifiée par
RT-PCR quantitative (c.) et par Western blot anti-HA (d., dépét de 75 pg d'extrait). Ces données sont
représentatives de 3 expériences effectuées dans des conditions similaires.

2. Validation de I'approche de surexpression de la VE-  statine
L'effet pro-tumoral de la surexpression de la VE-statine a ainsi été observé dans deux

modeéles de développement tumoral utilisant des lignées tumorales et des souches de souris
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différentes. Il a également été retrouvé dans toutes les expériences de tumorigenése que nous avons
effectuées : I'effet pro-tumoral de la VE-statine est donc trés reproductible avec le systeme de
surexpression rétroviral utilisé.

De plus, ces résultats sont compatibles avec les observations faites dans les tumeurs
humaines. En effet, dans les hépatocarcinomes, les gliomes et les tumeurs colorectales, une forte
expression de VE-statine est associée avec un haut grade tumoral, un fort taux métastatique et un
mauvais pronostic [Diaz et al., 2008; Wu et al., 2009; Huang et al., 2010].

Apreés plusieurs mois d'utilisation, il semble donc que cette approche soit plus solide et plus

cohérente que le systeme inductible précédemment utilisé.

Des études sur le micro-ARN miR-126, porté par le géne VE-statine, ont montré son
implication dans les processus d’angiogenése [Wang et al., 2008] et de tumorigenese [Otsubo et al.,
2011]. Nous avons voulu nous voir si la surexpression de la VE-statine modifiait la production de miR-
126. En effet, une variation de sa production aurait pu biaiser I'analyse des effets de la surexpression
de la VE-statine. La séquence codant pour le miR-126 est situé dans une partie intronique du gene
VE-statine. Par conséquent, l'insertion de I’ADNc (sans introns) de la VE-statine dans le pMSCV ne
permet pas la production du miR. Cependant, la régulation de I'expression des micro-ARN étant mal
connue, il n'était pas a exclure que la surexpression de la VE-statine modifie la production du miR-
126. L’analyse par RT-PCR montre que les taux de miR-126 (miR-126-3p et son complémentaire miR-
126-5p) sont similaires entre les tumeurs 4T1-Ctrl et 4T1-VE (Figure 31). La surexpression de VE-
statine ne modifie donc pas la production de miR-126, par conséquent, les effets observés sont induits

spécifiguement par la VE-statine, et non par miR-126.
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Figure 31 : La surexpression de la VE-statine ne mo  difie pas les taux de miR-126 -3p et -5p.

Les micro-ARN ont été extraits et des RT spécifiques des miR-126-3p et miR-126-5p ont été effectuées. Les taux
de miR-126 -3p (a.) et -5p (b.) ont été évalués par RT-PCR quantitative et normalisés a I'actine.

Ces observations nous ont amenés a valider la stratégie de surexpression de la VE-statine

par infection virale et la suite des analyses s’est appuyée sur cette approche.
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3. Augmentation de l'invasion métastatique
Nous avons étudié l'effet de la surexpression de la VE-statine sur le développement des
métastases. L'un des sites fréquents d’implantation des métastases pour la lignée 4T1 est le poumon.
Les souris portant des tumeurs 4T1-VE développent plus de métastases pulmonaires que les souris
portant des tumeurs 4T1-Ctrl. Le nombre moyen de métastases a la surface des poumons est de 5,8
+/- 3,2 pour les cellules 4T1-VE contre 1,6 +/- 0,5 pour les cellules 4T1-Ctrl (Figure 32a., b.). Le
nombre de métastases compté sur des coupes de poumons marquées a I'hématoxyline/éosine

confirme ce résultat (Figure 32c. , d.).
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Figure 32: La surexpression de la VE-statine par | es 4Tl augmente le nombre de métastases

pulmonaires.

a. Les poumons des souris portant des tumeurs 4T1-Ctrl ou 4T1-VE ont été prélevés et photographiés, les
fleches blanches indiquent les macro-métastases. b. Le nombre moyen de macro-métastases a la surface des
poumons a été calculé pour chaque groupe. c. Des coupes de poumons ont été colorées a I'hématoxyline/éosine,
les fleches noires indiquent les métastases. d. Le nombre de métastases par coupe a été évalué, * p<0,05. Ces
données sont représentatives de 5 expériences effectuées dans des conditions similaires.

Avec le modeéle LLC1, la détection des métastases est plus difficile car leur nombre est plus
faible. Dans les études de la dissémination métastatique décrites dans la littérature, le protocole
expérimental est différent de celui que nous avons utilisé : les LLC1 sont majoritairement injectées au
niveau du coussinet de la patte des souris et les tumeurs sont réséquées lorsqu’elles ont atteint un
certain volume afin que les métastases se développent [Hembrough et al., 2003; Mazzone et al.,

2009]. Nous n'avons pas développé cette approche.
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Nous avons analysé l'effet de la VE-statine sur le développement tumoral précoce. Les
tumeurs ont été prélevées lorsqu’elles ont atteint la taille de petites masses palpables (5 a 20 mm®),
c’est a dire 4 jours aprés injection pour les LLC1 et 6 jours pour les 4T1. D'aprés l'analyse
histologique, les contours des tumeurs Ctrl sont bien délimités, la masse tumorale se distingue
aisément des tissus I'entourant (la peau et le péritoine). Dans les tumeurs surexprimant la VE-statine,
de nombreuses vésicules sont présentes et elles sont majoritairement situées au bord de la tumeur.
De plus, les tissus péritumoraux semblent avoir été envahis (Figure 33a.). Les vésicules sont
vraisemblablement des gouttelettes lipidiques : en effet, elles ressemblent aux vésicules lipidiques
identifiées dans une étude précédente par un marquage de la protéine de surface des gouttelettes
lipidiques, la périlipine (Figure 33b. ). Environ trois quarts des tumeurs 4T1-VE et LLC1-VE possédent
des vésicules lipidiques intratumorales contre environ un tiers des tumeurs 4T1-Ctrl et LLC1-Ctrl
(Figure 33c. ). La présence de vésicules lipidiques est associée a un phénotype invasif accru [Erler et
al., 2006], ce qui suggére un effet pro-invasif de la VE-statine.
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Figure 33 : La surexpression de la VE-statine augme nte la présence de vésicules lipidiques dans les
tumeurs précoces.

Les LLC1 et les 4T1, -Ctrl et -VE, ont été injectées (5x105/50 pl) respectivement par voie sous cutanée au niveau
du flanc de souris C57BL/6 et dans la glande mammaire de souris Balb/c. Les tumeurs LLC1 ont été prélevées 4
jours apres injection et les 4T1 6 jours apres. a. Coloration des coupes de tumeurs 4T1 a I'hématoxyline/éosine,
la barre représente 1 mm. b. Identification des vésicules observées en hématoxyline/éosine (haut, tumeur 4T1-
VE) comme étant des vésicules lipidiques grace a un marquage de la périlipine (bas, marron, tumeur LLC1 cl), la
barre représente 100 um. c. Quantification du pourcentage de tumeurs 4T1 et LLC1 contenant des vésicules
lipidiques.

Ces deux approches expérimentales suggerent donc que la surexpression de la VE-statine

augmente l'invasion des cellules tumorales et la formation de métastases.
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4. Caractérisation des tumeurs
Afin de comprendre les mécanismes qui sont a l'origine de I'effet pro-tumoral de la VE-statine,
nous avons étudié les différentes caractéristiques des tumeurs, en termes de prolifération cellulaire,

de mort cellulaire et d’angiogenése tumorale.

a) Etude de la prolifération et de la mort cellulai  res

Tout d’abord, nous avons voulu savoir si 'augmentation de la croissance tumorale en
présence de VE-statine était due a une augmentation de la prolifération des cellules ou a une
diminution de la mort cellulaire.

La prolifération cellulaire a été évaluée par un immunomarquage de la protéine nucléaire Ki67,
marqueur des cellules en prolifération. Le marquage Ki67 ne varie pas entre les groupes surexprimant
ou non la VE-statine (Figure 34a., b.).

Nous avons étudié la mort par nécrose et par apoptose. Les zones nécrotiques ont été
identifiées par un marquage hématoxyline/éosine et quantifiées. L'aire nécrotique des tumeurs 4T1-
VE est significativement supérieure a celle des tumeurs 4T1-Ctrl, alors qu’aucune variation
statistiquement différente n'est observée entre les tumeurs LLC1-Ctrl et LLC1-VE (Figure 34c, d.).
Concernant la mort par apoptose, deux approches ont été utilisées. La premiére a été un marquage
des cellules apoptotiques par la méthode TUNEL, suivi d'une observation des cellules marquées par
microscopie. Cette technique permet de détecter la fragmentation de I’ADN résultant du processus
apoptotique. Son inconvénient majeur est cependant un marquage aspécifique des cellules
nécrotiques possédant un haut niveau de fragmentation de I'’ADN. Nous avons par conséquent
effectué I'analyse des cellules apoptotiques dans les zones non nécrotiques. Trés peu de cellules y
sont marquées et la proportion de cellules TUNEL" est identique entre les tumeurs 4T1-Ctrl et 4T1-VE
(Figure 34e.). La deuxieme approche utilisée a été la quantification des taux de caspase 3 clivée par
Western blot. En effet, cette protéase a cystéine, participant au processus apoptotique, est activée
spécifiqguement dans les cellules apoptotiques par clivage [Schlegel et al., 1996]. Comme avec la
techniqgue TUNEL, aucune différence significative n’est observée entre les tumeurs 4T1 surexprimant

ou non la VE-statine (Figure 34e.).
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Figure 34 : Effets de la surexpression de la VE-sta  tine sur la prolifération et la mort cellulaires.

a. Les cellules en prolifération ont été visualisées par immunomarquage Ki67 (marron), les coupes ont été contre-
colorées a 'hématoxyline, la barre représente 100 pm. b. L'index de prolifération des tumeurs LLC1 (gauche) et
4T1 (droite ) a été quantifié par un logiciel d'analyse d'image. c. Les coupes de tumeurs ont été colorées a
I'hématoxyline/éosine et les zones grises, non marquées, ont été identifiées comme étant des zones nécrotiques,
la barre représente 1 mm. d. Le pourcentage moyen de nécrose dans les tumeurs 4T1 (gauche ) et LLC1 (droite )
a été calculé pour chaque groupe, * p<0,05. e. L'apoptose a été évaluée par comptage des cellules apoptotiques

aprés un marquage TUNEL (gauche) et par quantification des niveaux de caspase3 clivée par Western blot
(droite ).

Ces résultats de prolifération et de mort cellulaires n’expliquent donc pas la différence de

croissance observée. Nous nous sommes ensuite intéressés a I'angiogenése tumorale.
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b) Etude des vaisseaux intra-tumoraux
Comme lors de I'étude de I'effet de la production de VE-statine par un systéme inductible sur
la tumorigenése, nous avons émis I'hypothése que la différence de croissance entre les tumeurs
surexprimant ou non la VE-statine pouvait étre di a une modification de I'angiogenése tumorale. Nous
avons donc étudié la vascularisation des tumeurs. Dans un premier temps, Nnous nNous sommes
intéressés a I'aspect quantitatif des vaisseaux sanguins, mais également lymphatiques. Puis dans un

deuxieme temps, les vaisseaux sanguins ont été étudiés d’'un point de vue qualitatif.

(1) Quantification des vaisseaux
Les vaisseaux sanguins ont été visualisés par un immunomarquage CD31 (Figure 35a.). La
microdensité vasculaire des zones fortement vascularisées (hot-spots angiogéniques) est
significativement plus élevée dans les tumeurs 4T1-VE (22,5 +/- 1,0 %) que dans les tumeurs 4T1-Ctrl
(19,0 +/- 1,3 %). Aucune différence significative n'est observée entre les tumeurs LLC1-Ctrl et LLC1-
VE (Figure 35b. ).
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Figure 35 : La surexpression de la VE-statine augme  nte la microdensité vasculaire des tumeurs 4T1.

Les vaisseaux sanguins ont été visualisés par un marquage CD31/PECAM (marron) suivi d'une contre-coloration
a I'nématoxyline. a. Les zones hautement vascularisées des tumeurs 4T1 ont été photographiées, la barre
représente 100 um. b. Le marquage CD31 a été quantifié dans les zones hautement vascularisées des tumeurs
4T1 (gauche) et LLC1 (droite ) par un logiciel d'analyse d'image, * p<0,05. Ces données sont représentatives de
2 expériences effectuées dans des conditions similaires.

A T'heure actuelle, aucun role de la VE-statine dans la lymphangiogenese n'a été décrit.
Cependant, nous avons voulu savoir si la surexpression de la VE-statine avait un impact sur la
vascularisation lymphatique. Nous avons donc effectué un marquage du récepteur VEGFR3, exprimé
par les cellules endothéliales lymphatiques. La majorité des vaisseaux lymphatiques VEGFR3", de
type capillaire, est retrouvée a la périphérie des tumeurs, au niveau de la peau (Figure 36a.),
cependant certains sont présents au sein de la masse tumorale (Figure 36b.). La proportion de

vaisseaux lymphatiques par rapport a I'aire tumorale est la méme entre les tumeurs 4T1-Ctrl et 4T1-
VE (Figure 36¢. ).
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Figure 36 : La surexpression de la VE-statine ne mo  difie pas le nombre de vaisseaux VEGFR3

Les vaisseaux lymphatiques ont été visualisés par un marquage VEGFR3 (marron), les coupes ont été contre-
colorées a 'hématoxyline. a., b. La majorité des vaisseaux VEGFR3" est retrouvée a la périphérie des tumeurs
(a.), cependant certains sont présents au sein de la masse tumorale (b.). Les barres représentent 100 um. c. Le
nombre de vaisseaux VEGFR3+ a été compté et rapporté a la surface tumorale non nécrotique.

En conclusion de ce point, seule une augmentation modeste du nombre des vaisseaux
sanguins est retrouvée dans les tumeurs 4T1-VE par rapport aux tumeurs 4T1-Ctrl. Nous avons alors

cherché a savoir si la qualité de cette vascularisation était différente.

(2)  Analyse qualitative des vaisseaux sanguins
L'une des étapes nécessaires a la maturation des vaisseaux sanguins est le dép6t de la
membrane basale autour des vaisseaux. Nous avons visualisé I'un de ces composants, le collagéne
IV, par un marquage d'immunohistochimie. Ce marquage est diminué de moitié dans les tumeurs 4T1-
VE par rapport aux tumeurs 4T1-Ctrl (Figure 37), ce qui suggére la présence de vaisseaux moins

matures lorsque la VE-statine est surexprimée.
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Figure 37 : La surexpression de la VE-statine dimin  ue le marquage collagéne IV.

a. Les coupes de tumeurs 4T1-Ctrl et 4T1-VE ont été marquées avec un anticorps anti-collagéne IV (marron) et
contre-colorées & I'hématoxyline, la barre représente 100 pm. b. L'aire du marquage collagéne IV* a été évaluée

par un logiciel d’analyse d’'image, *** p<0,001. Ces données sont représentatives de 2 expériences effectuées
dans des conditions similaires.

D’autre part, la fonctionnalité des vaisseaux sanguins tumoraux est connue pour étre affectée
dans les tumeurs [Fukumura et Jain, 2007], c’est pourquoi nous avons étudié la perméabilité des
vaisseaux sanguins et I'efficacité de la perfusion tumorale par un marquage de I'hypoxie intratumorale.
Les tumeurs 4T1-VE possédent plus de vaisseaux présentant des fuites (46,7 +/- 6,4 %) que les
tumeurs Ctrl (25,3 +/- 5,8 %) (Figure 38a., b.). L’hypoxie intratumorale est également augmentée
dans les tumeurs 4T1-VE, suggérant que la vascularisation des tumeurs 4T1-VE permet une
alimentation moins efficace que celle des tumeurs 4T1-Ctrl.
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Figure 38 : La perméabilité des vaisseaux sanguins et I'hypoxie sont augmentées dans les tumeurs 4T1-
VE.

a. Les souris ont été injectées avec de la lectine-FITC (vert) et du Dextran (70 kDa) couplé au Texas Red (rouge)
avant le sacrifice. Les tumeurs ont été disséquées et analysées par microscopie a fluorescence. Les vaisseaux
perfusés sont marqués en vert et le marquage rouge a l'extérieur des vaisseaux lectine” indique les fuites
vasculaires ; la barre représente 100 um. b. Le nombre de vaisseaux fuyants par rapport aux vaisseaux perfusés
(Lectine™) a été quantifié, * p<0,05. c., d. L’hypoxie a été estimée par injection de pimonidazole (Hypoxyprobe)
aux souris portant des tumeurs 4T1-Ctrl et 4T1-VE avant sacrifice, les zones hypoxiques ont été révélées par
immunomarquage anti-Hypoxyprobe (c.) et ont été quantifi€es dans les zones non nécrotiques par un logiciel
d’'analyse d'images, * p<0,05 (d.).

Les différences observées au niveau des vaisseaux des tumeurs 4T1-VE, c'est-a-dire la
légére augmentation de la microdensité vasculaire, l'augmentation des zones hypoxiques et
'augmentation de la perméabilité vasculaire, ne semblent pas pouvoir expliquer a elles seules une
croissance tumorale deux fois plus rapide. De plus, aucune différence significative de microdensité
vasculaire n’est observée pour les tumeurs LLC1.
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Nous avons analysé la prolifération, la mort cellulaire et I'angiogenése tumorale afin de
comprendre par quels mécanismes la surexpression de la VE-statine permettait une augmentation de
la croissance tumorale. Cependant, aucune différence majeure, pouvant expliquer le phénotype
observé, n'a été trouvée. Nous avons alors décidé de faire une analyse plus large, ciblée sur
'angiogeneése, a l'aide de PCR Arrays et de Protein Arrays.

c) Etude par PCR Arrays et Protein Arrays
L'utilisation de deux PCR Arrays nous a permis danalyser, par RT-PCR quantitative,
I'expression de 141 génes associés a I'angiogenese, dont des génes de facteurs de croissance, de
cytokines, de chimiokines, de protéases et de leurs inhibiteurs. Nous avons choisi une tumeur 4T1
représentative de chacune des deux conditions et nous avons comparé leur profil d’expression

génique.

L'expression du géne VE-statine a été analysée dans I'un des PCR Arrays. Le taux dARNmM
VE-statine est augmenté fortement (93 fois) dans la tumeur 4T1-VE par rapport a la tumeur 4T1-Ctrl
(Figure 39a.). Ce résultat permet de confirmer le bon fonctionnement du PCR Array.

D’aprés I'analyse des PCR Arrays, I'expression de nombreux génes est modulée d’au moins 2
fois. Nous avons cependant choisi de centrer notre attention sur les génes présentant la plus forte
variation d’expression dans la tumeur 4T1-VE par rapport a la tumeur 4T1-Ctrl.

L’expression du gene codant pour la protéase MMP9 est augmentée de 18 fois dans la
tumeur 4T1-VE par rapport a la tumeur 4T1-Ctrl. L'expression de Chga (chromogranine A) est
diminuée de 27 fois. La protéine Chga est produite par les cellules endocrines et c’est un marqueur
tissulaire et sérique des tumeurs neuroendocrines [Nobels et al., 1997]. L'expression de trois génes
codant pour des cytokines pro-inflammatoires est également réprimée. En effet, les taux d’ARNm
CXCL5 et IL-12b sont réduits de 8 fois et le niveau d’ARNm IFNy est fortement diminué (de 19 fois ou
de 26 fois selon le PCR Array utilisé€) (Figure 39b. , c.).
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Figure 39 : Comparaison de I'expression de genes in  tervenant dans I'angiogenése d'une tumeur 4T1-VE
par rapport a une tumeur 4T1-Ctrl.

L'expression de genes impliqués dans I'angiogenése a été analysée par RT-PCR avec les PCR Arrays : Mouse
Angiogenic Growth Factors and Angiogenesis Inhibitors (a., b.) et Mouse Angiogenesis (c.). Les histogrammes
représentent la variation d’expression des genes (en fois d’augmentation) d'une tumeur 4T1-VE par rapport a
celle d’'une tumeur 4T1-Ctrl, seules les variations supérieures a 2 fois sont représentées. Pour une meilleure
visibilité, la variation de I'expression de la VE-statine (a.) n'a pas été représentée sur le méme histogramme que

les autres genes analysés dans le méme PCR Array (b.). Pour la signification des abréviations, se référer aux
pages 23 a 26.

Cette analyse par PCR Array n‘ayant comparé que 2 tumeurs entre elles, il a donc été
nécessaire de confirmer ces résultats par RT-PCR quantitative sur un nombre plus grand
d’échantillons.

Les variations de I'expression de MMP9, Chga et CXCL5 entre les tumeurs 4T1-Ctrl et 4T1-
VE ne sont pas retrouvées lors de I'analyse de I'expression de ces génes sur un plus grand nombre
de tumeurs (Figure 40a., b., c.). Cependant, I'expression de IL-12b et de IFNy est fortement
diminuée, respectivement de 75 % et de 96 %, dans un panel de tumeurs 4T1-VE par rapport aux

tumeurs 4T1-Ctrl (Figure 40d. , e.), confirmant la répression observée par PCR Array. L'expression du
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géne IFNy est diminuée de 62 % dans les tumeurs LLC1-VE par rapport aux tumeurs LLC1-Citrl,
méme si cette diminution n’est pas aussi importante que celle observée dans les tumeurs 4T1 (Figure

40e.), cette observation confirme la validité du résultat précédemment observé.
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Figure 40 : Vérification des résultats de  PCR Array sur des groupes de tumeurs.
Les taux dARNm MMP9 (a.), Chga (b.), CXCL5 (c.), IL-12b (d.) et IFNy (e.) ont été quantifiés par RT-PCR
guantitative dans les tumeurs 4T1 (a. - e.) et LLC1 (e.) surexprimant ou non la VE-statine.

L'analyse par PCR Array suivie d’'une validation sur un plus grand échantillonnage nous a
donc permis de montrer une forte répression de I'expression de deux cytokines pro-inflammatoires,

IFNy et I'lL-12 dans les tumeurs surexprimant la VE-statine, deux molécules inhibitrices de

'angiogeneése [Sgadari et al., 1996].

En parallele des PCR Arrays, nous avons effectué un premier Protein Array, qui nous a
permis d'analyser I'expression de 54 protéines impliquées dans I'angiogenése. Comme
précédemment, nous avons choisi une tumeur 4T1 représentative de chacune des deux conditions et
nous avons comparé leur taux protéique. Sur les 54 protéines testées, 9 protéines sont réprimées plus
de 2 fois dans la tumeur surexprimant la VE-statine par rapport a la tumeur contrle. Parmi ces 9
protéines, celles qui ont un taux diminué de plus de 4 fois sont les cytokines IP-10 (géne cible de

'FNy), KC (Keratinocyte-derived Chemokine, CXCL1), MCP-1 et MIP-1a (Macrophage Inflammatory
Protein 1 a) (Figure 41a.).
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Suite a ce résultat et a ceux des PCR Arrays, nous avons effectué un second Protein Array
qui a permis d'analyser I'expression de 40 cytokines. Les 3 quarts de ces protéines sont réprimées

d’au moins 2 fois dans la tumeur 4T1-VE. (Figure 41b.)
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Figure 41 : Comparaison de la quantité de protéines intervenant dans I'angiogenése et des cytokines

d’une tumeur 4T1-VE par rapport a une tumeur 4T1-Ct  rl.

a., b. La quantité des protéines impliquées dans I'angiogenese (a.) et de cytokines (b.) a été analysée par Protein
Array. Les histogrammes représentent la variation de la quantité de protéine (en fois d’augmentation) d'une
tumeur 4T1-VE par rapport a celle d'une tumeur 4T1-Ctrl, seules les variations supérieures a 2 fois sont
représentées. Pour la signification des abréviations, se référer aux pages 23 a 26.

Bien que ces résultats méritent d’étre confirmés par I'analyse d'un plus grand nombre de
tumeurs, il semble que la surexpression de la VE-statine induise une diminution des taux protéiques
de nombreuses cytokines. De plus, I'expression des génes de deux cytokines pro-inflammatoires,
I'FNy et I'lL-12, est fortement inhibée dans les tumeurs surexprimant la VE-statine, par rapport aux
tumeurs contréle. Comme décrit dans l'introduction, le systéme immunitaire module la croissance
tumorale et I'lFNy est une molécule majeure de I'immunité tumorale [Shankaran et al., 2001]. L'IL-12,
dont I'une des deux sous-unités est codée par le géne IL-12b, y participe également en induisant
entre autres la production d’'IFNy [Nastala et al., 1994]. La diminution de ces cytokines dans les

tumeurs surexprimant la VE-statine, associée a une croissance tumorale plus importante, suggere
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donc une modulation de l'immunité anti-tumorale par la VE-statine. Nous avons alors analysé les

populations de cellules immunitaires infiltrées dans les tumeurs surexprimant ou non la VE-statine.

5. Roéle de la VE-statine sur 'immunité anti-tumora le

a) Diminution du nombre de cellules immunitaires

Nous avons tout d’abord analysé les populations de cellules immunitaires infiltrées dans les
tumeurs par une approche de RT-PCR quantitative. Cette technique permet, en effet, d'évaluer
relativement aisément et rapidement I'expression de plusieurs de genes des marqueurs des cellules
immunitaires dans les tumeurs avant d'éventuellement effectuer une analyse plus compléte.

Le taux d’ARNm CD3¢ (marqueur global des lymphocytes T, LT) est fortement diminué dans
les tumeurs 4T1 et LLC1 surexprimant la VE-statine, respectivement de 70 % et 57 %. L’expression
des genes CD4 (marqueur des LT CD4), CD8 (marqueur des LT CD8) et CD94 (marqueur des Natural
Killers, NK) est également fortement diminuée, respectivement de 59 %, 60 % et 64 % dans les
tumeurs 4T1-VE par rapport aux tumeurs 4T1-Ctrl. Les marqueurs des macrophages (EMR1 et CD68)
et des lymphocytes B, LB, (CD19) ne varient pas (Tableau 4).

Ces résultats suggerent une réduction du nombre de certaines populations de cellules
immunitaires dans les tumeurs surexprimant la VE-statine. Cependant, ces derniéres données sont
davantage le reflet de I'expression des marqueurs, que celui du nombre de cellules les exprimant.
C'est pourquoi il a été nécessaire de confirmer ces données par deux autres approches:

limmunohistochimie et la cytométrie en flux.

llul . 4T1-Ctrl 4T1-VE LLC1-Citrl LLC1-VE
Ce ules Gene (2-AACt) (Z-AACt) (Z-AACI) (Z-AACI)
LT totaux CD3¢ 1,00 +/- 0,35 ] 0,31 +/- 0,16] 1,00 +/- 0,34| 0,43 +/- 0,22
LT CD4 CD4 1,00 +/- 0,40 | 0,41 +/- 0,23
LT CD8 CD8 1,00 +/- 0,36 | 0,40 +/- 0,21
LB CD19 1,00 +/- 0,57 ] 0,67 +/- 0,35
NK CD9%4 1,00 +/- 0,42 | 0,36 +/-0,18] 1 +/-0,67 [0,61 +/- 0,50
EMR1 1,00 +/- 0,26 | 0,72 +/- 0,42
Macrophages
CD68 1,00 +/- 0,21 | 1,04 +/- 0,55

Tableau 4: Diminution du taux d'expression des mar
immunitaires dans les tumeurs surexprimant la VE-st atine.

Analyse par RT-PCR quantitative des niveaux d’expression des génes marqueurs de cellules immunitaires dans
les tumeurs 4T1 et LLC1 contrdle (-Ctrl) ou surexprimant la VE-statine (-VE).

queurs de certaines populations de cellules

Nous avons d’'abord porté notre attention sur les lymphocytes T totaux. L'analyse par
immunohistochimie a permis de montrer une diminution importante (70 %) du nombre des
lymphocytes T (cellules CD3e") détectés dans les tumeurs 4T1-VE par rapport aux tumeurs 4T1-Ctrl.
De facon intéressante, alors que dans la condition 4T1-Ctrl, les cellules CD3¢" sont situées dans le
tissu tumoral, elles sont fréquemment observées a I'intérieur des vaisseaux sanguins des tumeurs
4T1-VE (Figure 42a.).
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Aprés observation des coupes de tumeurs marquées a I'’hématoxyline/éosine a fort
grossissement, nous avons également noté la présence de petites cellules nucléées, ressemblant a
des cellules immunitaires, a I'intérieur des vaisseaux sanguins 4T1-VE. Dans les tumeurs 4T1-Ctrl, il y
a peu ou pas de petites cellules nucléées dans les vaisseaux et le tissu tumoral apparait plus
granuleux que celui des tumeurs surexprimant la VE-statine (Figure 42b. ).

Un co-marquage immunohistochimique CD31 et CD3¢ montre que la quantité de LT CD3¢"
présents a coté de vaisseaux tumoraux, vraisemblablement infiltrés dans le tissu tumoral, est plus
importante dans les tumeurs 4T1-Ctrl que dans les 4T1-VE (Figure 42c. ). Notons qu’aucune cellule
n'est observée dans la lumiére des vaisseaux des cellules 4T1-VE, contrairement aux deux
observations précédentes, probablement lié a une différence technique inhérente au protocole
d'immunohistochimie. En effet, le co-marquage CD31/CD3¢ a été effectué sur des coupes congelées
et les cellules présentes dans la lumiére des vaisseaux sanguins se décrochent trés certainement des
lames lors des lavages. Le marquage CD3¢ et la coloration hématoxyline/éosine ont été effectuées
sur des coupes paraffine, les cellules retrouvées au niveau des vaisseaux sanguins ont probablement

été mieux fixées a la lame de verre et ont mieux résisté aux lavages successifs.
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Figure 42 : Diminution de l'infiltration des lympho cytes T dans les tumeurs surexprimant la VE-statine et
accumulation de petites cellules nucléées dans leur s vaisseaux.

a. Les lymphocytes T totaux ont été marqués a I'aide d'un anticorps anti-CD3¢ (marron), la barre représente 100
um, les LT sont présents a l'intérieur du tissu tumoral des tumeurs 4T1-Ctrl alors qu'ils sont majoritairement
localisés dans la lumiére des vaisseaux dans la condition 4T1-VE (fleches noires). A droite, les histogrammes
représentent le nombre de cellules CD3¢" infiltrées dans le tissu tumoral, *** p<0,001, ces données sont
représentatives de 2 expériences effectuées dans des conditions similaires. b. Les coupes de tumeurs ont été
colorées a I'hématoxyline/éosine, il y a une accumulation de petites cellules nucléées dans la lumiere des
vaisseaux sanguins dans les tumeurs 4T1-VE (droite , fleches noires), ce qui n'est pas le cas des tumeurs 4T1-
Ctrl (gauche), la barre représente 100 um. c. Immunomarquage des vaisseaux sanguins (CD31, vert) et des
lymphocytes T (CD3g, rouge), les noyaux sont marqués au DAPI (bleu), la barre représente 50 pm.

L'infiltration des LT totaux est donc moins importante dans les tumeurs 4T1-VE par rapport
aux tumeurs 4T1-Ctrl et les LT CD3¢" sont fréquemment retrouvés dans la lumiére des vaisseaux
tumoraux 4T1-VE.

La population des LT CD3e comprend des LT CD4 et des LT CD8. Nous avons vérifié si la
présence de ces deux populations était modulée de maniére identique dans les tumeurs 4T1-VE.

D’apres les marquages immunohistochimiques, le nombre de LT CD4 et LT CD8 est diminué dans les
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tumeurs 4T1-VE respectivement de 42 % et de 45 % (Figure 43b., c.), la répression est donc similaire

pour les deux types de populations de LT CD3k.
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Figure 43 : Diminution de l'infiltration des lympho cytes T CD4 et CD8 dans les tumeurs surexprimant la

VE-statine.

a., b. Les LT CD4 et CD8 sont visualisés respectivement par un marquage de CD4 (a., rouge,) et de CD8 (b.,
rouge), les noyaux sont marqués au DAPI (bleu), la barre représente 100 pm. A droite, les histogrammes
représentent le nombre de cellules CD4" et CD8" infiltrées dans le tissu tumoral, *** p<0,001. Ces données sont
représentatives de 2 expériences effectuées dans des conditions similaires.

La surexpression de la VE-statine induit donc une forte diminution du nombre de LT
intratumoraux, a la fois des LT CD4 et LT CD8. Nous nous sommes alors intéressés aux autres
populations de cellules immunitaires. D’aprés I'analyse des marquages immunohistochimiques, le
nombre de cellules NK (NKp46®), de LB (CD19") et de macrophages (CD68") est diminué dans les
tumeurs 4T1-VE, respectivement de 55 %, 72 % et 67 %, par rapport aux tumeurs 4T1-Ctrl (Figure

44a., b., ¢.). Une méme tendance est observée pour les cellules dendritiques (CD11c") (Figure 44d. ).
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Figure 44 : Diminution de l'infiltration des cellul es NK, des macrophages et des lymphocytes B dansle s
tumeurs surexprimant la VE-statine.

a., b. Les cellules NK ont été visualisées par un marquage NKp46 (a., marron) et les macrophages par un
marquage CD68 (b., rouge), la barre représente 100 pm. c., d. Les LB et les cellules dendritiques ont été
visualisés respectivement par un marquage de CD19 (c., rouge,) et de CD11c (d., rouge), les images ont été
obtenues par microscopie confocale, la barre représente 50 pm. b., c., d. Les noyaux ont été marqués avec du
DAPI (bleu). a., b., c., d. A droite, les histogrammes représentent le nombre de cellules NKp46*, CD68", CD19"
et CD11c" infiltrées dans le tissu tumoral, ** p<0,01, *** p<0,001.

Une diminution significative du nombre de LT CD3t¢ (CD4 et CD8), de cellules NK, de
macrophages et de LB a donc été observée par les immunomarquages. Cependant, cette technique
comporte certains inconvénients. Premiérement, elle ne permet d’analyser les populations cellulaires
présentes qu’a un seul endroit de la tumeur, la zone ou la coupe a été faite et il est possible que les

observations ne soient pas représentatives de la tumeur entiére. Néanmoins, nous avons limité ce
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biais en réalisant ces marquages sur 5 a 7 tumeurs par groupe et en les répétant sur plusieurs
expériences indépendantes. Deuxiéemement, nous avons identifié des populations cellulaires par le
marquage d'un seul antigéne, or celui-ci peut étre présent a la surface de plusieurs types cellulaires.
C’est par exemple le cas de la protéine CD4, qui est exprimée par une population de LT, mais
également par les macrophages [Maddon et al., 1987].

En complément, nous avons donc effectué une analyse de cytométrie en flux sur des tumeurs
dissociées, en collaboration avec le Dr Francois Trottein et le Dr Christelle Faveeuw (CIIL, Lille).
L'avantage de cette technique est de pouvoir effectuer des co-marquages plus aisément qu'en
immunohistochimie. Les populations cellulaires d'intérét ont été identifiées par un marquage de
I'antigéne pan-leucocytaire CD45 et de I'antigéne spécifique de la population de cellules immunitaires
étudiée (CD3¢ par exemple). Des triples marquages ont également été effectués, par exemple un
marquage CD45/CD3¢/CD4 afin d’identifier les LT CD4.

D'aprés l'analyse de la cytométrie en flux, les LB (CD45" CD19") et les cellules NK (CD45"
NKp46") diminuent de maniére significative dans les tumeurs 4T1-VE, respectivement de 60 % et 56
%, par rapport aux tumeurs 4T1-Ctrl. Contrairement aux marquages immunohistochimiques, la
diminution de lymphocytes T (CD45" CD3¢") n'est pas significative (Figure 45a.). De facon
surprenante, il y a une augmentation significative (2 fois) des LT CD4 (CD3¢" CD4") et une diminution
significative (42 %) des LT CD8 (CD3¢" CD8") dans les tumeurs 4T1-VE (Figure 45b. ), alors que
I'analyse immunohistochimique avait montrée une réduction de l'incidence de ces deux populations de
LT. Les cellules immunosuppressives MDSC (Myeloid-Derived Suppressor Cells) participent a la mise
en place d’un microenvironnement immunosuppresseur et donc a I'échappement tumoral [Vesely et
al., 2011], nous avons voulu savoir si leur nombre était augmenté dans les tumeurs surexprimant la
VE-statine. Cependant, l'infiltration des MDSC (CD45" CD11b" Gr1") ne varie pas (Figure 45a. ).

Ces données ne confirment donc qu’une partie des résultats d'immunohistochimie (diminution
des cellules NK, LB et LT CD8 dans les tumeurs 4T1-VE). Cependant, il est nécessaire d’analyser ces
résultats avec prudence. La dissociation des tumeurs est difficile et il est possible que toutes les

cellules immunitaires n'aient pas été efficacement dissociées du tissu tumoral.
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Figure 45 : Analyse des populations de cellules imm unitaires dans les tumeurs par cytométrie en flux.

a., b. Les tumeurs 4T1-Ctrl et 4T1-VE ont été prélevées apres 21 jours de croissance et analysées par cytométrie
en flux. a. La proportion de LT (CD3eg), de LB (CD19), de cellules NK (NKp46) et de MDSC (CD11b/Grl) parmi
les leucocytes (CD45+) a été évaluée, * p<0,05. b. La proportion de LT CD4 (CD3/CD4) et CD8 (CD3/CD8) parmi
les LT (CD45/CD3g) a été évaluée, ** p<0,01.

Malgré les problemes inhérents aux approches employées, nous avons tout de méme
confirmé que les proportions de certaines populations de cellules de I'immunité sont réduites dans les
tumeurs 4T1-VE par rapport aux tumeurs 4T1-Ctrl. Comme la VE-statine est capable de circuler avec
le sang [Lelievre et al., 2008], nous avons voulu savoir si la VE-statine a exercé un effet systémique
ou au contraire, localisé au niveau de la tumeur. Pour cela, nous avons choisi d'étudier les
populations de cellules immunitaires présentes au niveau de la rate, qui est un organe lymphoide
secondaire majeur. Nous avons effectué, par cytométrie en flux, une analyse des populations de
cellules immunitaires présentes dans les rates de souris portant des tumeurs 4T1-Ctrl ou 4T1-VE.
Aucune différence n'a été observée entre les deux conditions (Figure 46), ce qui suggére que la VE-
statine n'a pas deffet systémique sur I'immunité des animaux, mais plutét local au niveau de la
tumeur. Cependant, il n'est pas a exclure que la VE-statine modifie les proportions de cellules

immunitaires présentes au niveau des ganglions lymphatiques, mais cette étude n’'a pas été effectuée.
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Figure 46 : Analyse des populations de cellules imm unitaires dans les rates par cytométrie en flux.

Les rates des souris ayant des tumeurs 4T1-Ctrl et 4T1-VE ont été analysées par cytométrie en flux. La
proportion de LT (CD3¢, TCR, CD4, CD8) de LB (CD19) et de cellules NK (NKp46) parmi les leucocytes (CD45")
a été évaluée.
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Nous avons donc observé, a l'aide de trois techniques différentes, une diminution de la

présence de cellules immunitaires dans le tissu des tumeurs 4T1-VE par rapport aux 4T1-Ctrl.
b) Diminution de I'expression des cytokines inflamm atoires

Les cytokines inflammatoires participent au recrutement des cellules immunitaires lors de
linflammation [Bevilacqua, 1993]. Suite a l'analyse des PCR Arrays, nous avons confirmé la
diminution de I'expression des deux molécules pro-inflammatoires : IFNy et IL-12. Nous avons voulu
savoir si I'expression d’autres cytokines pro-inflammatoires, telles que IP-10, IL-la, IL-1B, était
diminuée et si celle de molécules anti-inflammatoires, telles que TGFp et IL-10, était augmentée.

L’expression de IP-10, géne cible de I'lFNy est diminué dans les tumeurs 4T1-VE (Tableau 5),
ce qui est cohérent avec la baisse de I'expression de IFNy retrouvée dans ces tumeurs (Figure 40e. ).
Les taux d’ARNm IL-1a et IL-18 sont également inférieurs dans les tumeurs 4T1-VE par rapport aux
taux retrouvés dans les tumeurs 4T1-Ctrl. Concernant les molécules anti-inflammatoires, aucune
différence d’expression n’est observée pour le TGFB entre les deux conditions alors que le taux
d’ARNm IL-10 est diminué dans les tumeurs 4T1-VE (Tableau 5).

Il 'y a bien une diminution de I'expression de plusieurs cytokines pro-inflammatoires dans les
tumeurs 4T1-VE, cependant, nous n'avons pas observé d'augmentation des deux molécules anti-

inflammatoires testées.

. 4T1-Ctrl 4T1-VE
Gene @ AACt) @ AACI)
IP10 1,00 +/- 0,35 0,25 +/- 0,15
IL-1a 1,00 +/- 0,36 0,50 +/- 0,25
IL-18 1,00 +/- 0,22 0,54 +/- 0,35
TGFB 1,00 +/- 0,21 1,00 +/- 0,56
IL-10 1,00 +/- 0,27 0,36 +/- 0,21

Tableau 5 : Effet de la surexpression de la VE-stat anti-
inflammatoires.

Les taux d'expression de genes de molécules pro-inflammatoires (IP-10, IL-1a, IL-1B8) et anti-inflammatoires
(TGFB, IL-10) ont été quantifiés par RT-PCR quantitative dans les tumeurs 4T1-Ctrl et 4T1-VE.

ine sur I'expression de génes de cytokines pro- et

En résumé, la surexpression de la VE-statine par les cellules tumorales induit une
augmentation de la croissance tumorale et de la dissémination métastatique associée a une
diminution de l'infiltration des cellules immunitaires dans la tumeur et une diminution de I'expression
de cytokines inflammatoires. La surexpression de notre protéine d'intérét semble donc moduler la
réponse immunitaire, or le systéme immunitaire est important dans la lutte anti-tumorale. Nous avons
donc émis I'hypothése que I'augmentation de la croissance tumorale des tumeurs surexprimant la VE-
statine était due a la diminution du nombre de leucocytes intratumoraux. Afin de vérifier cette
hypothése, nous avons décidé de tester le role de la VE-statine dans un modéle de tumorigenese
chez des souris immunodéprimées. En absence de systéme immunitaire intact, la surexpression de la

VE-statine ne devrait plus avoir d’effet sur la tumorigenese.
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c) Absence deffets de la VE-statine en absence d'u  n systéeme
immunitaire fonctionnel

Les cellules 4T1-Ctrl et 4T1-VE ont été injectées dans la glande mammaire des souris
immunodéprimées SCID-Beige, dépourvues de lymphocytes T, B et de cellules NK. Contrairement
aux expériences de tumorigenése menées chez des souris immunocompétentes, la croissance
tumorale et le poids des tumeurs sont identiques dans les conditions 4T1-VE et 4T1-Ctrl (Figure 47a. ,
b.).

Cette absence de différence peut étre due soit a une augmentation de la croissance des
tumeurs 4T1-Ctrl, soit a une diminution de celles des 4T1-VE. La comparaison des courbes de
croissance obtenues chez les SCID-Beige avec celles obtenues chez les souris immunocompétentes
Balb/c montre que les tumeurs 4T1-Ctrl implantées dans les souris SCID-Beige poussent plus vite que
les mémes cellules implantées dans les Balb/c. Leur croissance est la méme que celles des cellules
4T1-VE injectées chez les souris SCID-Beige ou chez les souris Balb/c (Figure 47a.).

Le nombre de métastases a la surface des poumons est le méme dans la condition 4T1-Ctrl et
4T1-VE (Figure 47b.). De facon intéressante, le nombre de métastases comptabilisé sur des coupes
de poumons semble étre plus important dans le groupe 4T1-VE (Figure 47.c.). Cela suggere que la
surexpression de la VE-statine augmente potentiellement le nombre de micro-métastases, non

observables a la surface des poumons.
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Figure 47 : La VE-statine n'a plus d’'effets dans un contexte immunodéficient.

a. Les 4T1-Ctrl et -VE ont été injectées (5x105/50 ul, 7 animaux par groupe) dans la glande mammaire des souris
SCID-Beige et les tumeurs ont été mesurées régulierement, les courbes correspondant a la croissance des 4T1-
Ctrl (_ _ ) et des 4T1-VE (....) injectées aux souris Balb/c ont été représentées (gauche ). Aprées sacrifice, les
tumeurs ont été prélevées et pesées (droite ). b. Les poumons des souris ont été prélevés et photographiés, les
fleches blanches indiquent les macro-métastases (gauche ), le nombre moyen de macro-métastases a la surface
des poumons a été calculé pour chaque groupe (droite ). c. Des coupes de poumons ont été colorées a
I’'hématoxyline/éosine, les masses denses correspondent a des métastases (gauche), le nombre moyen de
métastases par coupe a été compté (droite ).

L'effet pro-tumoral de la VE-statine n'est donc observé qu'en présence d'un systéme
immunitaire fonctionnel, ce qui suggére fortement que la VE-statine exerce son effet via une

modulation de I'immunité anti-tumorale.
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[ll. Inhibition de I'adhérence des leucocytes par|  a VE-statine

A. Répression des molécules d’adhérence  in vivo

La présence de cellules immunitaires est moins importante dans les tumeurs surexprimant la
VE-statine que dans les tumeurs contréle. Etant donné que la VE-statine est physiologiquement
exprimée par les cellules endothéliales, nous avons émis I'hypothése que sa surexpression pourrait
diminuer I'expression des molécules d'adhérence par les cellules endothéliales, et donc réduire
l'infiltration des leucocytes dans le tissu tumoral.

Nous avons choisi d'étudier I'expression d'ICAM-1 et VCAM-1 par immunohistochimie au
niveau des vaisseaux sanguins tumoraux car ce sont des molécules majeures exprimées par les
cellules endothéliales et impliquées dans I'adhérence des leucocytes. Ces molécules interagissent
avec leurs ligands leucocytaires, permettant ainsi I'adhérence des leucocytes sur I'endothélium [Ley et
al., 2007].

Un premier marquage d’'ICAM-1 a été effectué sur des coupes de tumeurs 4T1 implantées
chez des souris Balb/c. Le marquage semble plus important dans les tumeurs 4T1-Ctrl, cependant il
est situé a la fois au niveau des vaisseaux sanguins et des cellules tumorales (Figure 48a.). Il a été
décrit dans la littérature que les cellules 4T1 expriment ICAM-1 en réponse a I'IFNy [duPre’ et al.,
2008], ce qui pourrait expliquer ce marquage, qui perturbe I'analyse des taux d’expression au niveau
des vaisseaux. Pour éviter ce probléme, nous avons refait le marquage d’'ICAM-1 sur des coupes de
tumeurs implantées chez la souris Scid beige, qui expriment trés peu d'IFNy (Figure 48b.). Le
marquage est alors essentiellement retrouvé au niveau des vaisseaux sanguins et les intensités de
marquage d'ICAM-1 sont plus élevées dans les tumeurs 4T1-Ctrl que dans les tumeurs 4T1-VE
(Figure 48c. ). De la méme fagon, une diminution de I'expression de la molécule d’adhérence VCAM-1

est également retrouvée dans les tumeurs 4T1-VE (Figure 48d. ).
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Figure 48 : Diminution de I'expression d'ICAM-1 et de VCAM-1 dans les vaisseaux sanguins 4T1-VE.

a. Immunomarquage ICAM-1 (vert) de tumeurs 4T1-Ctrl (gauche) et 4T1-VE (droite ) implantées chez les souris
Balb/c, les vaisseaux et les cellules tumorales sont ICAM-1". b. Les taux d’ARNm IFNy des tumeurs 4T1-Ctrl et
4T1-VE implantées chez des souris Balb/c et Scid beige ont été quantifiés par RT-PCR quantitative. c.
Immunomarquage ICAM-1 (vert) de tumeurs 4T1-Ctrl (gauche) et 4T1-VE (droite ) implantées chez les souris
Scid beige, seuls les vaisseaux tumoraux sont marqués. d. Des coupes de tumeurs 4T1-Ctrl (gauche ) et 4T1-VE
(droite ) implantées chez les souris Balb/c ont été marquées avec un anticorps anti-VCAM-1 (rouge), les fleches
blanches désignent un vaisseau sanguin. a., c., d. Les noyaux sont visualisés par un marquage DAPI (bleu), , la

barre représente 100 um.
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La surexpression de la VE-statine diminue donc I'expression des molécules d’adhérence
ICAM-1 et VCAM-1 par les vaisseaux tumoraux, ce qui suggére une modification de I'état d’activation
de I'endothélium tumoral.

B. Répression des molécules d’adhérence  in vitro

Nous avons alors poursuivi I'étude de I'effet de la VE-statine sur I'expression des molécules
d'adhérence et sur I'adhérence des cellules immunitaires en utilisant un test in vitro d’adhérence
statique de la lignée Jurkat (lymphocytes T immortalisés) sur les cellules endothéliales humaines
primaires, les HUVEC. Pour cela, nous avons modulé la quantité de VE-statine, soit par ajout de notre
protéine d'intérét par I'utilisation de milieux conditionnés, soit par inhibition de I'expression du géne
VE-statine par interférence de 'ARN. Par cette derniére approche, nous avons pu étudier I'effet de la

VE-statine produite par les cellules endothéliales dans un contexte indépendant de la tumeur.

Tout d'abord, nous avons testé l'effet d’'un prétraitement des HUVEC avec des milieux
conditionnés par les cellules tumorales 4T1-Ctrl (MC-Ctrl) ou 4T1-VE (MC-VE) sur I'adhérence des
Jurkat. Le prétraitement des HUVEC avec le MC-VE réduit de moitié I'adhérence des Jurkat sur les

HUVEC, comparé avec l'incubation avec le MC-Ctrl (Figure 49).
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Figure 49: Le traitement des HUVEC avec du milieu conditionné par les cellules 4T1-VE diminue
'adhérence des Jurkat sur les HUVEC.

a. Les Jurkat marquées au Dil (vert) ont été mis au contact d’'une monocouche d’HUVEC confluentes prétraitées
pendant 24 h avec des milieux conditionnés par des cellules tumorales 4T1-Ctrl (MC-Ctrl) ou 4T1-VE (MC-VE),
les Jurkat adhérentes ont été photographiées, la barre représente 100 um. b. Le nombre de Jurkat adhérentes
par cm? a été quantifié, * p<0,05.

Nous avons ensuite inhibé I'expression de la VE-statine endogéene des cellules endothéliales
de 60 % par interférence de I'ARN (Figure 50a.). Cette inhibition augmente significativement
'adhérence des Jurkat sur les HUVEC de 2,5 fois (Figure 50b. ). D’autre part, I'analyse par RT-PCR
guantitative a permis de montrer que les taux d’expression de E-sélectine, VCAM-1 et ICAM-1 sont
fortement augmentés (respectivement de 7, 4 et 4 fois) dans ces conditions, ce qui pourrait expliquer
'augmentation de I'adhérence des Jurkat. Les taux de P-sélectine et CD31 ne varient pas dans ces
mémes conditions (Figure 50c.). Le fait que le taux d’ARNm P-sélectine ne change pas peut

s’expliquer par la régulation de cette molécule d’adhérence au niveau protéique. Elle est, en effet,
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stockée dans les corps de Weibel Palade des cellules endothéliales et elle est redistribuée a la

membrane plasmique lors de la stimulation par des cytokines pro-inflammatoires [McEver et al., 1989]

Afin de savoir si les effets répressifs de la VE-statine sur I'adhérence des Jurkat dépendent
directement de la répression d'ICAM-1 et de VCAM-1, nous avons ensuite étudié I'effet de l'inhibition
simultanée de I'expression de la VE-statine et de celle d'ICAM-1 ou de VCAM-1. Nous avons tout
d’'abord contr6lé les niveaux d'expression des deux molécules d’adhérence aprés les transfections.
Comme dans I'expérience précédente, la transfection des HUVEC avec le si-RNA ciblant VE-statine
augmente I'expression d'ICAM-1. Cependant, et comme attendu, cet effet est neutralisé par la co-
transfection des si-RNA ciblant ICAM-1. Il en est de méme pour la co-transfection de siRNA ciblant la
VE-statine et ciblant VCAM-1 (Figure 50d. ). Nous avons alors évalué I'adhérence des Jurkat sur ces
HUVEC transfectées. L'inhibition seule de I'expression du géene VE-statine augmente I'adhérence des
Jurkat. Cependant, lorsque I'expression des génes VE-statine et ICAM-1 est inhibée de maniere
concomitante par interférence de I'ARN, I'augmentation de I'adhérence des Jurkat est réduite. Cet
effet est encore plus prononcé lorsque I'expression des génes VE-statine et VCAM-1 est
simultanément inhibée. Il y a en effet une diminution significative de I'adhérence des Jurkat et un
retour a I'adhérence basale retrouvée lors de la transfection d'un si-RNA contréle (Figure 50e.). Ces
résultats suggerent donc que les effets répressifs de la VE-statine sur I'adhérence des Jurkat
dépendent directement de la répression d'ICAM-1 et de VCAM-1 dans les cellules endothéliales non

activées.

La VE-statine inhibe donc I'expression de molécules d'adhérence par les cellules
endothéliales, ce qui a pour conséquence de diminuer I'adhérence des lymphocytes sur I'endothélium.
C’est donc un répresseur de l'activation des cellules endothéliales. Lorsque la VE-statine est
surexprimée par les cellules tumorales, I'expression des molécules d’adhérence par I'endothélium
tumoral est également diminuée. L'infiltration leucocytaire dans la tumeur est donc réduite, ce qui
participe a I'échappement de la tumeur au systeme immunitaire et permet une meilleure croissance
tumorale par rapport aux tumeurs ne surexprimant pas la VE-statine. Ce travail fait I'objet d’une

publication sous presse dans le journal Cancer Research (Delfortrie et al, voir la partie Annexes).
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Figure 50 : L'inhibition de la VE-statine endothéli  ale endogéne augmente I'adhérence des Jurkat surle s
HUVEC via une surexpression des molécules d'adhéren  ce.

a. Les HUVEC ont été transfectées par un si-RNA contréle (si-Ctrl) ou par un si-RNA ciblant la VE-statine (si-VE)
et le taux d’/ARNm VE-statine a été quantifié par RT-PCR quantitative. b. gauche, Les Jurkat marquées au Dil
(vert) ont été mises au contact d'une monocouche d’'HUVEC confluentes transfectées avec un si-Ctrl ou si-VE,
les Jurkat adhérentes ont été photographiées, la barre représente 100 pm. droite. Le nombre de Jurkat
adhérentes par cm? a été quantifié, * p<0,05. c. Les taux d’expression de E-sélectine, P-sélectine, VCAM-1,
ICAM-1 et CD31/PECAM des HUVEC transfectées par le si-Ctrl ou le si-VE ont été mesurés par RT-PCR
quantitative. d. Les HUVEC ont été transfectées avec un si-Ctrl, avec un si-VE, ou co-transfectées avec un si-VE
et un si-RNA ciblant ICAM-1 (si-ICAM-1) ou avec un si-VE et un si-RNA ciblant VCAM-1 (si-VCAM-1) et les taux
d’expression d'ICAM-1 et de VCAM-1 ont été quantifiés par RT-PCR quantitative. e. Les Jurkat marquées au Dil
ont été mises au contact d’'une monocouche d’'HUVEC confluentes transfectées avec un si-Ctrl, avec un si-VE, ou
co-transfectées avec un si-VE et un si-ICAM-1 ou avec un si-VE et un si-VCAM-1 et les Jurkat adhérentes ont été
quantifiées, * p<0,05.
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DISCUSSION et PERSPECTIVES
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Au cours de ma these, jai étudié le réle de la VE-statine dans la tumorigenése et dans
'angiogenése. Pour cela, nous avions décidé de surexprimer la VE-statine dans des cellules
tumorales et d'étudier I'effet de cette surexpression in vitro et dans des modéles de tumorigenese
expérimentale chez la souris, une approche jamais publiée jusqu’ici.

Les résultats originaux obtenus au cours de ce travail sont que: premierement, la
surexpression de la VE-statine augmente la croissance tumorale et la dissémination métastatique,
deuxiemement, l'effet pro-tumoral de la VE-statine est dl, au moins en partie, a l'inhibition de
'expression des molécules d'adhérence a la surface des cellules endothéliales, qui induit une
diminution de l'infiltration des cellules immunitaires dans les tumeurs et favorise ainsi un échappement
au systéme immunitaire. Enfin, la VE-statine endogéne aux cellules endothéliales normales participe

au maintien de I'’endothélium dans un état non activé, non inflammatoire.

1. Systéme d’expression inductible par la doxycycli ne

Afin de surexprimer la VE-statine, la premiére approche a été d'établir des clones stables qui
surexpriment notre protéine d’intérét de maniére inductible par la doxycycline. Selon les résultats in
vitro et la premiére étude de tumorigenése in vivo, I'induction par la doxycycline a un effet anti-tumoral
trés clair. Cependant, suite a des problémes de reproductibilité in vivo, nous avons di changer de
stratégie de surexpression. Nous ne connaissons pas les raisons exactes pour lesquelles ce systeme
inductible n’est pas fiable.

L'inconvénient des systéemes d’expression inductible par la doxycycline sont les effets
secondaires de I'administration de doxycycline dans I'eau de boisson. En effet, elle peut causer une
déshydratation des souris, accompagnée d’'une perte de poids, probablement due a une réduction de
la prise de boisson causée par le gout de la doxycycline [Cawthorne et al., 2007]. Nous avons choisi
de traiter les souris avec une dose de doxycycline de 0,5 mg/ml dans I'eau de boisson et cette dose
nous a permis d'obtenir, dans la premiére expérience, une différence de croissance entre les clones
non induits (- Dox) et induit (+ Dox) sans variation majeure de la prise de boisson. Cependant, afin
d’augmenter la surexpression de notre protéine, nous avons voulu augmenté la dose de doxycycline a
2 mg/ml en ajoutant 5 % de saccharose, afin 'améliorer le gout de I'eau et donc la prise de boisson,
conditions qui avaient été utilisées par d’'autres équipes [Eberle et al., 2003; Wang et El-Deiry, 2004].
De grandes disparités de prise de boisson ont alors été observées. Le groupe contr6le a augmenté sa
prise de boisson sucrée de 2 a 3 fois par rapport a de I'eau non sucrée, alors que celle du groupe
traité avec 0,5 mg/ml de doxycycline n'a été que Iégérement augmentée. La prise d'eau du groupe
traité avec 2 mg/ml de doxycycline et 5 % de saccharose a été plus faible que celles du groupe
contréle et du groupe traité a 0,5 mg/ml de doxycycline, ces souris n'ont donc pas recu pas la dose de
doxycycline escomptée. Dans cette expérience, nous n'avons observé aucune différence de
croissance entre les clones induits et non induits. La prise de sucre pouvant moduler la croissance
tumorale et donc biaiser notre analyse, il nous a donc paru souhaitable d'utiliser la dose de 0,5 mg/ml
dans de I'eau non enrichie en sucre. Aprés une étude comparant les moyens d’administration de la

doxycycline, I'administration du traitement dans la nourriture est vraisemblablement la meilleure
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méthode pour administrer la doxycycline. Elle permet une induction de I'expression satisfaisante sans
déshydratation visible [Cawthorne et al., 2007], cependant sa mise en ceuvre est moins facile que le
traitement par I'eau de boisson, car elle impose de contréler I'alimentation des animaux.

Les systemes d’expression inductible par la tétracycline sont régulierement utilisés pour
étudier les effets de la surexpression d'une protéine d'intérét ou de l'inhibition de I'expression d'une
protéine par production de shRNA. Le systeme pSTAR a été utilisé dans plusieurs études in vitro
[Dorsey et al.,, 2002; Ren et al.,, 2004; Su et al., 2009], mais je n’ai trouvé aucune publication
rapportant l'utilisation de ce systéme in vivo. Par contre, d'autres systéemes inductibles par la
doxycycline ont été utilisés dans des modeles murins de tumorigenése [Eberle et al., 2003; Coluccia
et al.,, 2004; Wang et El-Deiry, 2004; Welman et al., 2006]. L'induction in vivo de I'expression d’'une
protéine ou de shRNA par la doxycycline parait donc réalisable et exploitable, il est possible
simplement que le systeme pSTAR soit moins fiable que d’autres systémes existants.

Nous avons établi des clones stables afin de surexprimer la VE-statine, il est possible que le
phénotype que nous observons soit di a un effet clonal. Par exemple, le plasmide pSTAR, avec la
séquence VE-statine, se serait inséré a coté d'un géne suppresseur de tumeur. Le traitement a la
doxycycline pourrait donc induire la surexpression de la VE-statine, mais également celle d’'une
protéine anti-tumorale, qui serait responsable du phénotype observé. Néanmoins, le fait d’avoir
obtenu 2 clones ayant les mémes caractéristiques affaiblit cette hypothese. L’effet observé pourrait
donc étre di a la VE-statine, et pour une raison inconnue, il est différent de celui obtenu par la
surexpression par infection virale. Cependant, le pSTAR pourrait avoir des sites d'insertion
préférentiels et s'étre inséré au méme endroit du génome pour les deux clones. C’est pourquoi il serait
intéressant d'identifier la zone d’insertion du plasmide en séquencant ’ADN génomique de ces clones.

L’insertion pourrait également avoir eu lieu au méme endroit par hasard.

2. Effet de la VE-statine sur la croissance tumoral e et sur la réponse

immunitaire

La seconde stratégie de surexpression de la VE-statine a été I'utilisation d'un systéme
d’infection rétrovirale, car c'est une approche qui permet de travailler sur une large population
cellulaire infectée, sans nécessiter la sélection de clones. Nous avons ainsi montré que la
surexpression de la VE-statine a un effet pro-tumoral. Elle augmente, en effet, la croissance tumorale
dans deux modéles différents : un modele orthotopique, dans lequel les cellules 4T1 sont implantées
dans la glande mammaire de souris Balb/c, et un modeéle hétérotopique, dans lequel les cellules LLC1
sont injectées par voie sous-cutanée a des souris C57BL/6. Nous avons également montré que la
surexpression de la VE-statine a un effet pro-invasif, puisqu’elle augmente la formation des
métastases dans le modeéle 4T1 et augmente la présence de vésicules lipidiques dans les tumeurs
4T1 et LLC1 implantées chez la souris depuis moins d’'une semaine.

Ces résultats sont a I'opposé de I'effet anti-tumoral retrouvé avec le systeme de surexpression
inductible par la doxycycline. lls sont, cependant, compatibles avec les observations faites dans les

tumeurs humaines. En effet, la VE-statine est exprimée de maniére ectopique par les cellules
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cancéreuses de plusieurs tumeurs humaines et une forte expression est associée avec un haut grade
tumoral, un fort taux métastatique et un mauvais pronostic dans les hépatocarcinomes, les gliomes et
les tumeurs colorectales [Diaz et al., 2008; Wu et al., 2009; Huang et al., 2010]. De plus, la seule
étude expérimentale publiée du réle de la VE-statine dans la formation des métastases montre un réle
pro-métastatique de cette protéine [Wu et al., 2009]. Enfin, un anticorps humanisé ciblant la VE-statine
a été développé par Genentech (Roche) et est actuellement en phase d’essai clinique (phase | en
cours, phase Il en cours ou planifiée) [Genentech, 2011]. L'’ensemble de ces données suggere un
effet pro-tumorigéne de la VE-statine. Il semble donc que I'approche par infection virale soit plus
cohérente que le systeme inductible et la suite des analyses s’est appuyée sur cette approche.

Une autre équipe a étudié I'effet de la surexpression de la VE-statine dans un modéle de
tumorigenése et les résultats sont présentés dans un brevet [Kuo et Kuhnert, 2008]. La lignée murine
T241, issue d'un fibrosarcome, a été infectée par des lentivirus codant la VE-statine, puis des clones
ont été sélectionnés. Les T241 contrble et deux clones surexprimant la VE-statine ont été injectés par
voie sous-cutanée a des souris. Ces deux clones ont un fort ralentissement de croissance tumorale,
par rapport aux cellules T241. Ce résultat est divergeant par rapport a celui que nous avons obtenu,

sans explication claire pour l'instant.

Nous avons montré que l'effet pro-tumoral de la VE-statine est di a une diminution de
linfiltration des cellules immunitaires, trés probablement induite par la diminution de I'expression des
molécules d’'adhérence. Nous avons en effet observé une diminution du nombre de cellules
immunitaires dans les tumeurs surexprimant la VE-statine, par rapport aux tumeurs contrble. Cette
diminution concerne plusieurs populations cellulaires : les lymphocytes T, les lymphocytes B, les
cellules NK et les macrophages. Les protéines ICAM-1 et VCAM-1 sont réprimées au niveau des
vaisseaux sanguins tumoraux, suggérant un rble de la VE-statine sur l'adhérence des cellules
immunitaires. La modulation de l'adhérence des cellules immunitaires participe au phénoméne
d’échappement des cellules tumorales au systtme immunitaire et la répression des molécules
d’adhérence a été décrite dans plusieurs tumeurs humaines. Par exemple, I'expression des génes
ICAM-1 et ICAM-2 est diminuée dans les cellules endothéliales issues de carcinomes rénaux par
rapport a celles issues de tissus normaux [Griffioen et al., 1996]. La E-sélectine est réprimée dans les
vaisseaux de carcinomes a cellules squameuses et cette répression est associée a un recrutement de
cellules immunosuppressives, les lymphocytes T régulateurs [Clark et al., 2008]. Dans notre étude,
nous avons observé une diminution de linfiltration des cellules de I'immunité, il serait, néanmoins,
intéressant d’analyser les populations de cellules immunosuppressives. D’aprés l'analyse de
cytométrie en flux, le nombre de cellules myéloides immunosuppressives MDSC ne varie pas entre
les tumeurs 4T1-Ctrl et 4T1-VE. Cependant, cette expérience nécessite d’'étre effectuée a nouveau en
améliorant le protocole de dissociation de la tumeur. De plus, il faudrait regarder si, dans les tumeurs
surexprimant la VE-statine, il y a une augmentation de la proportion des TAM parmi les macrophages,
et de méme s'il y a une augmentation de la proportion de lymphocytes T régulateurs (CD4" CD25"

FoxP3") parmi les LT CD4, par rapport aux tumeurs controle.
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Nous expliquons la diminution du nombre de cellules immunitaires dans les tumeurs
surexprimant la VE-statine par rapport aux tumeurs contrble, par une diminution de linfiltration des
cellules causée par la répression de I'expression des molécules d'adhérence endothéliales.
Cependant, nous n'avons pas exploré l'effet possible de la VE-statine sur I'activité des cellules

immunitaires et des expériences sont en train d’étre menées sur ce point.

Nous avons montré que le systéme immunitaire est indispensable pour que la VE-statine
exerce son effet pro-tumoral en réalisant une étude de tumorigenése chez des souris
immunodéficientes (SCID-Beige). La surexpression de la VE-statine n'a plus d’effet sur la croissance
des tumeurs en absence d'un systeme immunitaire fonctionnel. Ces résultats montrent I'importance
d’utiliser des modeéles de tumorigenése chez des souris immunocompétentes. Si nous avions choisi
d’utiliser des cellules tumorales humaines et de les implanter chez des souris immunodéficientes, il est
probable que nous n'aurions pas observé de phénotype majeur et conclu a une absence d’effet de la
VE-statine sur la croissance tumorale.

La seule autre étude expérimentale du rble de la VE-statine a été effectuée chez des souris
Nude, déficientes en lymphocytes T. Malgré le fait que le systeme immunitaire des animaux ne soit
pas intact, les auteurs ont tout de méme observé un effet pro-tumoral et pro-métastatique de la VE-
statine [Wu et al.,, 2009]. Ces souris, contrairement a la souche SCID-Beige, posseédent des
lymphocytes B et des cellules NK et I'effet de la VE-statine sur l'infiltration de ces cellules pourrait
suffire a observer un effet. La deuxieme hypothése est que l'augmentation de la dissémination
métastatique induite par la VE-statine n’est pas totalement dépendante du systéme immunitaire. Nous
avons également observé un effet pro-métastatique de la VE-statine chez des souris
immunodéprimées. En effet, bien que le nombre de macro-métastases observé a la surface des
poumons soit le méme pour les souris SCID-Beige portant des tumeurs 4T1-Ctrl et 4T1-VE, les souris
SCID-Beige portant des tumeurs 4T1-VE semblent développer plus de micro-métastases que les
souris portant des tumeurs 4T1-Ctrl. Cet effet pro-métastatique pourrait étre dd a une modification de
la qualité des vaisseaux induite par la VE-statine, qui faciliterait I'extravasation des cellules tumorales
dans le sang. Une diminution du marquage collagene IV et une augmentation de la perméabilité des
vaisseaux sanguins ont, en effet, été observées dans les tumeurs surexprimant la VE-statine
implantées dans les souris immunocompétentes. Il serait pertinent d'étudier la fonctionnalité des
vaisseaux des tumeurs implantées chez des souris SCID-Beige, pour voir s'ils ont les mémes
caractéristiques que les vaisseaux des tumeurs implantées chez les souris immunocompétentes.

Dans I'étude du réle de la VE-statine dans la formation des métastases, les auteurs suggerent
gue la VE-statine stimule la migration des cellules en induisant la phosphorylation de la protéine FAK,
ce qui promeut la dissémination métastatique [Wu et al., 2009]. Ce mécanisme d’action n'a pas été
exploré dans notre étude. Ces auteurs ont observé une augmentation de la migration in vitro d’une
lignée d’hépatocarcinome dont I'expression de la VE-statine est inhibée par interférence de 'ARN,
alors que nous n'avons pas observé de différence de migration entre les cellules surexprimant ou non
la VE-statine. Néanmoins, il serait tout de méme intéressant d’analyser le taux d’expression de FAK et

son niveau de phosphorylation dans les tumeurs surexprimant ou non la VE-statine.
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La production d'un grand nombre de cytokines inflammatoires est diminuée dans les tumeurs
surexprimant la VE-statine. Cette diminution est certainement due a la réduction du nombre des
cellules immunitaires infiltrées, qui produisent ces cytokines. A son tour, la diminution des cytokines
pro-inflammatoires va induire une réponse inflammatoire réduite par rapport a celle retrouvée dans les
tumeurs ne surexprimant pas la VE-statine. Par exemple, l'un des effets de I'lFNy, produit
majoritairement par les cellules NK et les LT, est d'induire I'expression d'ICAM-1 a la surface des
cellules endothéliales [Pober et al., 1986] et d’augmenter I'expression de VCAM-1 induite par le TNF-a
[Lechleitner et al., 1998]. La diminution de I'expression de ces molécules d’adhérence que nous
observons au niveau des vaisseaux sanguins des tumeurs surexprimant la VE-statine est surement en
partie due a la diminution du taux d’'IFNy. Néanmoins, les effets de la VE-statine sur I'expression
d'ICAM-1 et de VCAM-1 ne sont pas uniquement dépendant de I'lFNy. En effet, une diminution
d'ICAM-1 est observée dans les vaisseaux des tumeurs 4T1-VE implantées chez des souris SCID-
Beige, alors que ces derniéres ont un niveau d’expression d’'IFNy trés faible et inchangé entre les
tumeurs 4T1-Ctrl et 4T1-VE.

3. Implication des LOX dans les effets de la VE-sta  tine ?

Avant mon arrivée dans le laboratoire, I'équipe avait montré que la VE-statine était un
inhibiteur endogene du dépdt d'élastine par les cellules endothéliales, via I'inhibition de I'activité
enzymatique des lysyl oxydases [Lelievre et al., 2008]. De facon intéressante, certaines LOX sont
impliquées dans la croissance de la tumeur primaire et dans la dissémination métastatique. Les LOX
sont-elles impliquées dans les effets pro-tumoral et pro-métastatique de la VE-statine ? L’expression
de LOX est corrélée avec une diminution de la survie globale et de la survie sans métastases des
patients atteints d’un cancer du sein (statut du récepteur aux cestrogénes négatif) ou d’'un cancer de la
téte et du cou [Erler et al., 2006]. La méme corrélation a été trouvée pour LOXL2 dans les tumeurs du

sein (statut du récepteur aux cestrogenes négatif) [Barker et al., 2011].

Plusieurs équipes ont étudié le réle de LOX et LOXL2 dans la croissance tumorale primaire.
Dans un modele de tumorigenése expérimentale, le traitement par différents inhibiteurs de LOX n'a
pas d'effet majeur sur la croissance des tumeurs primaires [Erler et al., 2006]. Cependant, lorsque le
stroma est pré-conditionné avec LOX avant l'injection de cellules tumorales, la progression tumorale
est accélérée [Levental et al.,, 2009]. Pour LOXL2, selon linhibiteur utilisé, une inhibition a pour
conséquence, soit une réduction de la croissance tumorale [Barry-Hamilton et al., 2010], soit aucun
effet majeur sur la croissance des tumeurs primaires [Barker et al., 2011]. Pour résumé, selon les
conditions expérimentales utilisées, LOX et LOXL2 n’ont pas d’effet sur la croissance tumorale ou la
stimulent. Dans notre modéle, la surexpression de la VE-statine induit trés probablement l'inhibition
des LOX dans la tumeur primaire, méme si cela reste a vérifier. Or cette surexpression augmente la
croissance de la tumeur, ce qui suggere que l'effet pro-tumoral de la VE-statine est indépendant des
LOX.
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Pour ce qui est de la dissémination métastatique, le traitement avec des inhibiteurs de LOX et
de LOXL2 inhibe ou abolit le développement des métastases dans différents modéles expérimentaux
[Erler et al., 2006; Barry-Hamilton et al., 2010; Barker et al., 2011]. LOX et LOXL2 sont donc des
protéines pro-métastatiques. Deux questions se posent : premiérement, pourquoi la surexpression de
la VE-statine, protéine qui inhibe les LOX, n’'induit pas une diminution de la formation des métastases?
Deuxiemement, pourquoi cette surexpression induit, au contraire, une augmentation de la
dissémination métastatique ?

LOX joue un rdle important dans I'établissement de la niche pré-métastatique. Elle est
sécrétée par la tumeur primaire, accumulée dans les sites fréquents de développement métastatique,
et permet le recrutement des cellules myéloides CD11b" au niveau de la niche pré-métastatique avant
l'arrivée des cellules tumorales [Erler et al., 2009]. Il est possible que la surexpression de la VE-statine
ne réduise pas la formation des métastases car la VE-statine n’inhibe pas I'activité LOX au niveau de
ces niches. Pourtant, il a été montré, dans un modeéle de surexpression de la VE-statine par les
kératinocytes, que la VE-statine circule avec le sang [Leliévre et al., 2008], ce qui laisse supposer
gu’elle puisse exercer son effet inhibiteur sur LOX. Il se peut que la VE-statine, surexprimée dans nos
modéles, ne s’accumule pas aux mémes endroits, ou plus tardivement, que LOX, et donc qu’elle ne
puisse pas l'inhiber LOX. Pour vérifier cela, il serait intéressant d’effectuer un co-marquage LOX et
VE-statine des poumons des souris portant des tumeurs 4T1-Ctrl ou 4T1-VE afin de voir si elles sont
co-localisées. Bien qu'il soit possible que I'effet pro-métastatique de la VE-statine soit indépendant de
LOX, il se peut également que cette derniere soit impliquée dans cet effet. LOX est exprimée par les
cellules tumorales hypoxiques [Erler et al., 2006], or les tumeurs surexprimant la VE-statine sont plus
hypoxiques que les tumeurs contr6le, il est donc possible gu’elles produisent plus de LOX. Si la VE-
statine n’inhibe pas ou peu LOX au niveau des niches pré-métastatiques, cela pourrait favoriser le
développement de métastases. Il serait intéressant de regarder si LOX est accumulée en plus grande
guantité ou si le nombre de niches pré-métastatiques est augmenté dans les poumons des souris
portant des tumeurs surexprimant la VE-statine.

Pour ce qui est de LOXL2, cette enzyme est impliquée dans I'établissement du stroma
tumoral. Son inhibition réduit le nombre de fibroblastes activés et de cellules endothéliales associés
au stroma, diminue la production de facteurs de croissance et inhibe la voie du TGFf [Barry-Hamilton
et al.,, 2010]. Une autre équipe a montré que LOXL2 augmente I'expression et I'activité de TIMP1
(Tissue Inhibitor of Matrix MetalloProteinase 1) et de MMP9, ce qui augmente la dégradation et le
remodelage de la matrice extracellulaire permettant la dissémination métastatique. De plus, l'inhibition
de LOXL2 n'affecte pas le recrutement de cellules CD11b" au niveau de la niche pré-métastatique
[Barker et al., 2011]. 1l semble donc que LOXL2 exerce son effet pro-métastatique au niveau de la
tumeur primaire, et non a distance. Comme la surexpression de la VE-statine induit probablement
l'inhibition des LOX au niveau de la tumeur primaire, I'effet pro-métastatique de la VE-statine doit donc
étre indépendant de LOXL2.
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4. Effet de la VE-statine sur I'angiogenése tumoral e

Nous avons observé une modification modérée des vaisseaux tumoraux a la surexpression de
la VE-statine. D'une part, une Iégére augmentation de la microdensité vasculaire est observée dans
les tumeurs 4T1 surexprimant la VE-statine par rapport aux tumeurs 4T1-Ctrl. Cette observation est
cohérente avec la diminution de la microdensité vasculaire observée dans les tumeurs d'une lignée
d’hépatocarcinome pour laquelle I'expression du geéne VE-statine a été inhibé, par rapport aux
tumeurs contréle [Wu et al., 2009]. Elle I'est également avec la corrélation entre la surexpression de la

VE-statine et la densité microvasculaire dans les gliomes humains [Huang et al., 2010].

D’autre part, I'aspect qualitatif des vaisseaux est également modifié et cette information est
originale. La surexpression de VE-statine induit la formation de vaisseaux tumoraux moins matures
gue ceux des tumeurs contrble. En effet, le marquage du collagéne IV est diminué dans les tumeurs
4T1-VE. L’équipe a montré que la VE-statine inhibe la migration des cellules musculaires lisses
induites par le PDGF-BB in vitro [Soncin et al., 2003]. La diminution du marquage collagéne IV peut
étre la conséquence d'un dép6t réduit de cette protéine matricielle, di a une réduction du recrutement
des cellules musculaires lisses (productrices de matrice extracellulaire [Jain, 2003]) induite par la VE-
statine. Afin de voir si leur recrutement était diminué, nous avons effectué un co-marquage des
cellules endothéliales (CD31) et des cellules musculaires lisses (SMA). Cependant, nous avons été
confrontés a des problémes techniques. Nous avons obtenu un marquage SMA diffus et nous n’avons
pas distingué de marquage spécifique aux vaisseaux. Cela peut étre expliqué par un probleme
possible de spécificité de I'anticorps, il serait donc intéressant de tester un autre anticorps anti-SMA. I
est également possible que les fibroblastes associés aux tumeurs (CAF), qui expriment également la
protéine SMA [Kalluri et Zeisberg, 2006], aient été détectés par ce marquage, ce qui perturberait la
visualisation des cellules musculaires lisses.

La perméabilité des vaisseaux des tumeurs 4T1-VE est augmentée par rapport aux vaisseaux
des tumeurs 4T1-Ctrl. Cela pourrait étre causé par I'inhibition du recrutement des cellules musculaires
lisses par la VE-statine et la diminution du collagéne IV. Les vaisseaux des tumeurs 4T1-VE
apparaissent ainsi moins fonctionnels que les vaisseaux des tumeurs Ctrl, ce qui pourrait expliquer
'augmentation des zones hypoxiques et nécrotiques dans les tumeurs 4T1-VE, ce qui stimulerait la

dissémination métastatique.

Une autre hypothése peut expliquer la modification des vaisseaux tumoraux : la modulation de
la voie Notch par la VE-statine, qui a été décrite dans deux études [Schmidt et al., 2009; Nichol et al.,
2010].

La premiére étude, focalisée sur la différenciation des cellules souches neurales, a décrit un
effet antagoniste de la VE-statine sur la signalisation Notch induite par Jagged-1 [Schmidt et al.,
2009]. L'effet de Jagl dans l'angiogenése tumorale est mal connu. Cependant dans I'angiogenese
normale, il augmente le bourgeonnement, la prolifération des cellules endothéliales et le recrutement

des cellules musculaires lisses vasculaires. Il a donc un effet pro-angiogénique via l'inhibition de la
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voie DIl4-Notch [Benedito et al., 2009]. Sa surexpression dans une lignée de carcinome a cellules
squameuse augmente la croissance tumorale et le nombre de vaisseaux [Zeng et al., 2005].
L'inhibition par la VE-statine de la voie Notch induite par Jagged-1 induirait probablement une
diminution de I'angiogenése dans les tumeurs surexprimant la VE-statine, or ce n'est pas ce qui est
observé dans notre modele.

La seconde étude, centrée sur le réle de la VE-statine dans I'angiogenése, a montré un effet
antagoniste sur la voie Notch induite par DIl4 dans des cellules endothéliales humaines in vitro et
dans la rétine, conduisant a un phénotype hyperangiogénique [Nichol et al., 2010]. Plusieurs études
ont étudié le réle de DIlI4 dans la tumorigenése. Le blocage de DIl4 induit une augmentation de
'angiogenése mais une réduction de la croissance tumorale. En effet, les vaisseaux sont peu
fonctionnels : ils sont peu matures, faiblement perfusés, ce qui augmente I'hypoxie dans ces tumeurs
et qui réduit la croissance des tumeurs [Noguera-Troise et al., 2006; Scehnet et al., 2007]. Ce
phénotype ne correspond pas a ce que nous avons observé dans notre étude. Le nombre de
vaisseaux dans les tumeurs 4T1-VE est augmenté et ils sont moins fonctionnels que ceux des
tumeurs 4T1-Ctrl, cependant la croissance des tumeurs 4T1-VE est augmentée. Il se pourrait donc
gue dans notre modeéle, la VE-statine n’inhibe pas la voie DIl4-Notch. Les mémes auteurs ont suggéré
également un effet antagoniste de la VE-statine sur la voie Notch induite par DIl4 chez I'embryon
[Nichol et al., 2010]. L'activation de la voie DII4 induit une diminution de I'angiogenése tumorale, ce
qui peut avoir des conséquences différentes selon les cellules tumorales : une diminution de la
croissance tumorale [Segarra et al., 2008], augmentation de croissance ou aucun effet [Li et al.,
2007].

Il semble donc difficile de savoir si la voie Notch est modulée dans notre étude sur la simple
comparaison de phénotypes. L'analyse d'un des PCR Arrays a montré une augmentation de
'expression de Heyl et de Hey2, respectivement de 3,5 fois et 2,5 fois, dans une tumeur 4T1-VE
comparée a une tumeur 4T1-Ctrl (Figure 39b.). Cela suggére un réle potentiellement agoniste de la
VE-statine sur la voie Notch. Il serait intéressant de confirmer ce résultat sur un plus grand nombre
d’échantillons et d’analyser I'expression d'autres génes cibles de la voie Notch dans les tumeurs

surexprimant ou non la VE-statine

5. Roéle de la VE-statine dans I'endothélium normal

Ce travail a permis de montrer que la VE-statine, naturellement produite par les cellules
endothéliales, inhibe I'adhérence des leucocytes sur I'endothélium normal en inhibant I'expression de
molécules d’adhérence. En effet, I'inhibition de I'expression du géne VE-statine par interférence de
I’ARN induit une diminution expression des genes ICAM-1, VCAM-1 et E-sélectine, ce qui augmente
'adhérence des lymphocytes. Ces résultats ont été obtenus par un test d’adhérence statique in vitro
des leucocytes sur des cellules endothéliales dont I'expression de la VE-statine a été inhibée par
interférence de I’ARN. Il serait intéressant d’étudier I'adhérence in vitro des leucocytes sur les cellules
endothéliales, exprimant ou non la VE-statine, en flux par vidéomicroscopie. Ce flux mime le flux

sanguin, ce modéle se rapproche donc plus des conditions physiologiques. De plus, il permettrait
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d’étudier si la VE-statine module le nombre de leucocytes qui roule sur I'endothélium, la vitesse du
roulement et le nombre de leucocytes adhérents.

Le mécanisme moléculaire par lequel la VE-statine inhibe I'expression de ces protéines n’est
pas encore connu. Il est possible que la VE-statine, produite par les cellules endothéliales et présente
au niveau de la matrice extracellulaire, se fixe a un récepteur endothélial, encore inconnu, ce qui
déclencherait une voie de signalisation qui inhiberait I'expression des molécules d'adhérence.

Une étude récente a décrit une diminution de I'expression d'ICAM-1 en présence de VE-
statine recombinante via l'inhibition de l'activation du facteur NF-kB [Badiwala et al., 2010]. Il est
possible que la diminution de I'expression des molécules d’adhérence que nous observons soit due
au méme mécanisme. En effet, NF-kB régule la transcription de nombreuses molécules impliquées
dans l'inflammation, dont les molécules d’adhérence ICAM-1 [van de Stolpe et al., 1994] et VCAM-1
[lademarco et al., 1992]. Des études in vitro sont en cours pour voir si la VE-statine module la voie
NF-KkB.

A I'heure actuelle, seules les protéines Gal-1 et Del-1 ont été décrites pour étre des
inhibiteurs, endogénes aux cellules endothéliales, de I'adhérence leucocytaire. Elles possédent de
nombreuses caractéristiques communes avec la VE-statine. Ce sont deux protéines produites par les
cellules endothéliales, mais également exprimées dans les tumeurs, par les cellules tumorales ou les
cellules stromales [Aoka et al., 2002; Camby et al., 2006; Sun et al., 2010]. Elles sont déposées dans
la matrice extracellulaire et sont impliquées dans I'angiogenése [Penta et al., 1999; Ho et al., 2004;
Thijssen et al., 2006]. Les mécanismes par lesquels ces molécules inhibent I'adhérence sont différents
que celui que nous décrivons pour la VE-statine. Gal-1 possede de nombreux effets anti-
inflammatoires, parmi lesquels linhibition de I'adhérence des leucocytes. Gal-1, produite par les
cellules endothéliales, se lie a la molécule de surface CD43 des lymphocytes T adhérents, empéchant
la redistribution de cette molécule a la surface des lymphocytes T nécessaire a leur transmigration
endothéliale [He et Baum, 2006]. D’autres études montrent que Gal-1 agit également au niveau des
cellules immunitaires en induisant la diminution des molécules d’adhérence CD11b et intégrine 32 a la
surface des polynucléaires neutrophiles [Cooper et al., 2008; Gil et al., 2010]. Pour ce qui est de Del-
1, cette protéine interagit par I'intégrine leucocytaire LFA-1, empéchant ainsi l'interaction de LFA-1
avec ses ligands endothéliaux tels qu'ICAM-1 [Choi et al., 2008]. L'adhérence des leucocytes sur
'endothélium est également régulée par le micro-ARN, miR-126, porté par le géne VE-statine et
exprimé spécifiquement par les cellules endothéliales. Il inhibe I'expression protéique de VCAM-1
induite par le TNF-a, ce qui inhibe I'adhérence des leucocytes sur les cellules endothéliales. 1l n'a
cependant pas d'effet sur I'expression d'ICAM-1 [Harris et al., 2008].

Au regard des mécanismes d’action de Gal-1 et Del-1, il serait judicieux de regarder si la VE-
statine interagit avec les molécules d’adhérence leucocytaire, en effectuant par exemple un test
d’adhérence in vitro de lymphocytes sur une boite plastique recouverte de protéine recombinante. Il
serait également intéressant de regarder si la VE-statine, qui peut circuler avec le sang, inhibe

I'expression de molécules d’adhérence des leucocytes.
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Des travaux d'un précédent étudiant en thése du laboratoire, Bertrand Caetano (thése
soutenue en 2006), ont montré une répression de I'expression du géne VE-statine par les cytokines
pro-inflammatoires IL-1a, IL-1B et TNF-a. L'expression de Del-1 est également inhibée par la cytokine
pro-inflammatoire TNF-a [Choi et al., 2008]. Ces résultats suggerent que I'inhibition de I'adhérence par
la VE-statine et Del-1 est levée lors d'une réponse inflammatoire et que l'état d’'activation de

I'endothélium est modulé par I'expression de Del-1 et de la VE-statine.

Lors du déclenchement d’'une réponse inflammatoire, I'endothélium quiescent est activé par
les cytokines pro-inflammatoires, qui induisent I'expression des molécules d’adhérence par les cellules
endothéliales [Bevilacqua, 1993]. L'état quiescent et non-inflammatoire des cellules endothéliales
n’est vraisemblablement pas di qu’a I'absence de ces molécules pro-inflammatoires, mais également
a la présence de protéines inhibitrices de I'adhérence leucocytaires, comme Del-1, Gal-1 et la VE-
statine, exprimées par les cellules endothéliales. Ces protéines, par leur action autocrine, empéche
'adhérence des leucocytes sur les cellules endothéliales, soit en maintenant I'endothélium a I'état
quiescent en réprimant I'expression de molécules d'adhérence, soit en empéchant les interactions

entre les cellules endothéliales et les leucocytes.

Pour résumer, ces travaux sur I'étude du réle de la VE-statine dans la tumorigenése nous ont
donc amené a découvrir un role inattendu de la VE-statine dans la régulation de la réponse
inflammatoire. La VE-statine permet de garder I'endothélium dans un état quiescent. Cette propriété
est un avantage pour les tumeurs qui expriment la VE-statine, car elle leur permet d'échapper a
I'action anti-tumorale du systéme immunitaire.

Récemment, une analyse de l'expression de la VE-statine dans le cancer du sein a été
effectuée par I'équipe (article en rédaction). L'expression du geéne VE-statine et la présence de la
protéine au niveau des cellules tumorales a été détectée dans des carcinomes mammaires humains
de stades différents. Il serait maintenant intéressant de vérifier si les tumeurs humaines qui
surexpriment la VE-statine présentent une baisse de I'expression de molécules d'adhérence au

niveau des vaisseaux, ainsi qu’une diminution de l'infiltration leucocytaire.
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I. Surexpression de la VE-statine et tests  in vitro

A. Cellules

Les cellules cancéreuses murines utilisées ont été la lignée 4T1 (ATCC CRL-2539, donnée
par le Dr Gilles PAGES, Nice) issue d'un carcinome mammaire et la lignée LCC-1 (Lung Lewis
Carcinoma, ATCC CRL-1642) issue d'un adénocarcinome du poumon. Les cellules endothéliales
primaires humaines proviennent de veine de cordon ombilical (HUVEC, Lonza). Les cellules HEK-GP
(Clontech) ont été utilisées pour la production de virus. Les lymphocytes T utilisés ont été la lignée
immortalisée Jurkat.

Les cellules ont été cultivées a 37T dans un incub ateur 95% d'air et 5% CO, en atmosphere
humide. Les 4T1 et les Jurkat ont été cultivées dans du milieu RPMI, 10 % sérum de veau fcetal, 100
U/ml pénicilline, 100 pg/ml streptomycine. Les LLC1 et les HEK-GP ont cultivées dans du milieu
DMEM, 10 % sérum de veau foetal, 100 U/ml pénicilline, 100 pg/ml streptomycine, a I'exception des
clones cl et c62 inductibles par la tétracycline. Ces derniers ont été cultivés dans du DMEM 10 %
sérum de veau fcetal garanti sans tétracycline (Clontech) et 25 pg/ml gentamycine. Les HUVEC ont
été cultivées selon les recommandations du fournisseur en milieu EGM-2 et utilisées entre les

passages 1 a 5.
B. Stratégies de surexpression de la VE-statine

» Surexpression par des clones stables inductibles

L'ADNCc de la VE-statine murine de pleine longueur, avec une étiquette C-terminale codant la
séquence de linfluenza hemagglutinin (HA) a été inséré dans les sites EcoRI/BamHI du vecteur
PSTAR [Zeng et al., 1998]. Ce vecteur de type « Tet-ON » permet la surexpression de la VE-statine
en présence de doxycycline et confére une résistance a la néomycine. Les cellules LLC-1
(ensemencées la veille a 15000 cellules/cm?) ont été transfectées avec cette construction (1 pg) avec
de la Lipofectamine 2000 (6 pl/ug, Invitrogen) et des clones cellulaires ont été sélectionnés en
présence de Geneticine® (0,8 mg/ml, Gibco). La production de VE-statine-HA et son inductibilité par
la doxycycline ont été vérifiees par RT-qPCR et par Western blot. Pour cela, les clones ont été
incubés pendant 2 jours en absence (- Dox) ou en présence (+ Dox) de 2 pg/ml de doxycycline

(Sigma), ou en présence de doxycycline pendant 2 jours suivi d'un jour de déplétion (Stop).

» Surexpression rétrovirale
L'ADNc de la VE-statine murine de pleine longueur avec une étiquette HA en C-terminal, a été
cloné dans la cassette de clonage MCS (Multiple Cloning Site) du plasmide pMSCV (Clontech). Les
HEKGP (25000 cellules/cm?) ont été transfectées avec le réactif Exgen 500 (3 pl/ug d’ADN,
Euromedex), soit avec les plasmides pMSCV contrdle (1,6 ug) et pVSV-G (codant pour des protéines
de l'enveloppe virale, 0,4 ug), soit avec le pMSCV-VE-statine-HA (1,6 pg) et le pvSV-G (0,4 ug).
Aprés 48 h, les surnageants des HEKGP transfectées, contenant les rétrovirus contréle ou codant

pour la VE-statine, ont été filtrés et mis au contact des cellules 4T1 ou LLC1 ensemencées (25000
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cellules/cm?), en présence de polybréne. Aprés une centrifugation d’'1l h a 250 g des plaques de
culture, les cellules ont été remises a l'incubateur. Les cellules 4T1 et LLC-1 infectées ont été ensuite
sélectionnées pour leur résistance a la puromycine (4 ug/ml) pendant 7 jours. L'expression de la VE-

statine par les cellules a été vérifiée par RT-gPCR et par Western blot.

C. Tests in vitro

» Adhérence statique des lymphocytes T

La capacité des lymphocytes T a adhérer aux cellules endothéliales a été évaluée par un test
d’adhérence statique.

Pour évaluer le role de la VE-statine, les HUVEC a confluence ont été mises en contact de la

VE-statine contenue dans des milieux conditionnés 24 h avant le test d’adhérence. Les milieux
conditionnés ont été obtenus par incubation de 4T1-Ctrl ou 4T1-VE (20x10° cellules/cm?) avec de
'EBM2, 0,2 % BSA pendant 24 h. Les surnageants ont été filtrés (0,22 um) avant utilisation.
Pour I'approche d’interférence de I'ARN, les HUVEC ont été ensemencées dans des puits de 2 cm?
(25000 cellules/cm?) et transfectées le lendemain avec 10 nM de siRNA (Dharmacon) préparé dans
du réactif Primefect siRNA (0,125 ul/cm?, Lonza) et mélangé a de I'EGM-2. Aprés 24 h, de IlEGM-2 a
été ajouté et les cellules ont été cultivées pendant 24 a 48 heures.

Les cellules Jurkat (1x10° ont été marquées par un marqueur fluorescent, le Dil (2uM,10 min,
37T, Molecular Probes). Les cellules (10° cellules/cm?) ont été mises en contact avec une
monocouche d'HUVEC confluentes et incubées pendant 20 min a température ambiante. Les cellules

ont été lavées en PBS et les Jurkat fluorescentes ont été comptées sous un microscope fluorescent.

» Prolifération cellulaire in vitro
Pour I'étude des clones inductibles, les cellules c1, c62 et LLC1 ont été ensemencées a 2500
cellules/cm? et cultivées en absence ou en présence de 2 pg/ml de doxycycline. Les 4T1 ont été
ensemencées a 1250 cellules/cmz. Les cellules ont été trypsinées quotidiennement et comptées avec

un compteur de cellules (Beckman Coulter Z2).

» Migration
Pour les tests de migration, 5x10° cellules ont été ensemencées dans une chambre de type
Boyden, sur une membrane avec des pores de 8 um de diametre (0,3 cm?, Falcon). Apres 24h
d'incubation a 37<C, les cellules ont été trypsinée s et comptées. Le nombre de cellules ayant migré a

été rapporté au nombre de cellules totales.

» Croissance en agar mou
Pour les tests de croissance de facon indépendante de l'ancrage, la premiére couche est
composée de 0,6 % d'agar dans du milieu de culture et a été coulée a 37T dans des puits de 10 cm?
et laissée solidifier a 22TC. Les cellules ont été mélangées avec de I'agar 0,45 % dans du milieu de

culture a 37T et la deuxieme couche a été coulée. Pour I'étude des clones inductibles, la densité
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cellulaire des LLC1, cl et c62 était de 500 cellules/cm? et les cellules ont été mises en présence ou
non de doxycycline (2 ug/ml) dans les deux couches d'agar. Pour I'étude de la surexpression virale, la
densité des LLC1 et des 4T1 infectées était de 250 cellules/cm2. Aprés solidification de la seconde
couche, les cellules ont été cultivées pendant 6 jours pour I'émergence des clones inductibles et
pendant 10 et 14 jours respectivement pour les LLC1 et 4T1 infectées. Les puits ont été

photographiés et le nombre de colonies a été évalué avec le logiciel ImageJ v1.42q.

[I. Etude de la tumorigenese in vivo

A. Modeéles tumoraux

Des souris, BALB/c, C57BL/6 et SCID Beige, femelles agées de 8 semaines injectées a 9
semaines, ont été obtenues chez Charles River. Les souris ont été hébergées dans I'animalerie de
I'Institut Pasteur de Lille en accord avec la législation européenne. Tous les protocoles ont été
approuvés par le comité d'éthique local (approbation CEEA02/2009).

Pour I'étude des clones inductibles, les LLC1 et c1 (1x10° /100 pl PBS) ont été injectées en
voie sous cutanée au niveau du flanc de souris syngéniques C57BL/6. Pour la condition « + Dox », les
cellules ont été incubées avec la doxycycline 72 h avant l'injection. De I'eau normale (LLC1, c1 - Dox)
ou contenant 0,5 mg/ml de doxycycline (c1 + Dox) a été distribuée aux souris. Pour I'étude de I'effet
de la surexpression par infection virale, les cellules (5x10°/50 pl PBS) ont été injectées en voie sous-
cutanée chez des souris C57BL/6 pour les LLC1 et dans la glande mammaire de souris syngéniques
BALB/C ou immunodéprimées SCID Beige pour les 4T1.

Les dimensions des tumeurs ont été mesurées régulierement a l'aide d'un pied a coulisse
électronique et le volume tumoral calculé a I'aide de la formule suivante :

Volume = largeur (mm) x largeur (mm) x longueur (mm) x 11/6 [Tomayko et Reynolds, 1989]

B. Perfusion des vaisseaux tumoraux

La perméabilité des vaisseaux sanguins a été évaluée aprées a l'injection de 100 ul de PBS
contenant 0,5 mg/ml de Lycopersicon esculentum lectine-FITC (Vector Laboratories) et 2,5 mg/ml
Dextran (70kD) -Texas Red (Molecular Probes) dans la veine de la queue. Aprés 10 min, les souris
ont été euthanasiées, les tumeurs ont été collectées et congelées. Des coupes congelées de 10 uM
ont été coupées et montées en milieu aqueux (Mowiol) et observées par microscopie a fluorescence.

L'hypoxie a été estimée par injection intra-péritonéale d'une solution de 0,15 M NaCl, 60
mg/kg de pimonidazole Hcl (Hypoxyprobe, HPI). Aprés 30 min, les souris ont été sacrifiées, les

tumeurs collectées et traitées pour une inclusion en paraffine.
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C. Analyse histologique des tumeurs et des poumons

1. Préparation des échantillons
Les tumeurs et les poumons prélevés aprés sacrifice ont soit été directement congelés, soit
fixés au paraformaldéhyde (PFA) et inclus en paraffine.
Coupes congelées : Les tumeurs ont été congelées directement apres prélevement dans de I'azote
liquide. Elles ont été incluses dans le milieu d’enrobage OCT, qui a été ensuite plongé dans de
l'isopentane refroidi dans de 'azote liquide. Une fois congelés, les blocs ont été conservés a -80C
jusgu’a utilisation. Les échantillons ont été débités en coupes sériées de 10 uM d'épaisseur a l'aide
d'un cryostat.
Coupes paraffine : Les tumeurs et les poumons ont été fixés la nuit avec une solution de PBS, 4%
PFA a 4<T. La fixation est réduite a 4 h a températ ure ambiante pour les tumeurs prélevées moins de
7 jours aprés implantation (volumes inférieurs & 50 mm?®). Aprés deux lavages au PBS de 5 min, les
échantillons ont été incubés dans de I'éthanol (EtOH) 70% pendant une journée minimum a 4<C, puis
la déshydratation des échantillons a été poursuivie par des bains d’'EtOH 100% (2 x 1 h) et des bains
de toluéne (4 x 1 h). Les échantillons ont été ensuite plongés dans un bain composé de 50% de
toluéne et 50% de paraffine pendant 3 h, suivi d'un bain de paraffine pendant une nuit. La paraffine a
été renouvelée le lendemain puis le surlendemain et les échantillons ont été inclus le soir. Les
tumeurs et les poumons ont été débités en coupes sériées de € um d'épaisseur a l'aide d'un

microtome.

2. Anticorps utilisés
Les anticorps primaires ont été utilisés aux dilutions indiquées dans le Tableau 6. Les
anticorps secondaires ont été dilués et incubés pendant 45 min a 1 h a température ambiante
(Tableau 7).
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Antigéne Couplage Type, Dilution Foyr,msseur,
reconnu Hote référence
CD3e i Polyclonal, 1/100 Abcam,
Lapin ab5690
- Monoclonal, BD-Pharmigen,
CD4 Biotine Rat 1/100 553649
Monoclonal, BD-Pharmigen,
cDbs Rat 1/100 550281
Monoclonal 1/250 BD-Pharmigen
CDl1ilc APC - '
Hamster arménien 550261
Monoclonal, 1/250 BD-Pharmigen,
D19 APC Rat 561738
Monoclonal, 1/100 BD-Pharmigen,
CD31/PECAM Rat 550274
Monoclonal 1/100 Abcam
0 ’ ’
£ cbes Rat ah53444
= R Polyclonal, Abcam,
= Collagéne IV Lapin 1/100 abB586
2 Monoclonal HPI
2 | Hypoxyprobe o 1/100
ol ypoXyp Souris
= Ki67 Monoclonal, Non Roche,
< Lapin Dilué Ventana 30-9
Monoclonal Abcam
ICAM-1 - ' 1/1000 '
Rat ab25375
Polyclonal R&D
NKp46 ' 1/100 '
P Chévre AF2225
L Polyclonal Santa Cruz
Péril o 1/50 K
eripine lapin sc-67164
Monoclonal, BD-Pharmigen,
VCAM-1 Rat 1/250 550547
VE-statine Manoclonal, 1/500 AbyD
Homme (phage)
VEGFR3 Monoclonal, 1/50 BD-Pharmigen,
Rat 552857
Tableau 6 : Anticorps primaires utilisés pour les i mmunomarquages.
Antigene Couplage Hote Dilution Foyr}nlsseur,
reconnu référence
- N Jackson
IgG d'H Biot Ch 1/500 ’
o omme iotine ewre 109-065-097
. - N Vector,
2 IgG de lapin Biotine Chewre 1/250 BA-1000
3 - ; Vector
IgG de rat Biotine Lapin 1/250 ’
E g ® BA-4001
[&]
3 lgG de souris Biotine Ane 1/100 Jackson IR,
0 715-065-151
o
= N - . Jackson IR
S | I1gG de chéwre Biotine Lapin 1/250 '
sl a 305-066-006
g R Invitrogen,
IgG de rat Alexa-594 Chéewre 1/500 AL1007
. R Invitrogen
IgGdel Alexa-488 Ch 1/500 '
gG de lapin exa ewre A11008
Tableau 7 : Anticorps secondaires utilisés pour les immunomarquages.
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3. Immunohistochimie pour microscopie dans le visib le

a) Marquage manuel

» Etapes communes pour les différents marquages
Réhydratation : Les coupes ont été réhydratées dans des bains successifs de toluéne (2 x 10 min),
EtOH 96 % (2 x 5 min), EtOH 70% (5min), EtOH 30% (5min) et eau (3 x 5 min).
Démasquage des antigenes: Les antigénes ont été démasqués, soit par traitement a la trypsine
pendant 15 min a 37<C (Trypsine 0,25 g/l de poudre 1 :250 Gibco, 9,1 mM CacCl,, Tris-HCI 0.05M pH
7,8), soit par traitement avec un tampon citrate  (Antigen Unmasking Solution, H3300, Vector) a
90T pendant 20 min puis refroidissement 20 min a t empérature ambiante.
Inhibition des peroxydases endogénes : Les peroxydases endogenes ont été inactivées en
incubant les lames dans une solution de méthanol, 0,3 % de H,O, (20 min), sauf pour le marquage de
I'hnypoxyprobe pour lequel une solution de 0,3 % de H,0O, dans de I'eau distillée (5 min) a été utilisée.
Révélation, contre-coloration et montage : La révélation a été effectuée grace au substrat de la
peroxydase contenu dans le kit DAB (SK-4100, Vector). Aprés contr6le du marquage au microscope,
la réaction a été arrétée a I'eau du robinet. Les coupes ont ensuite été contre-colorées avec de
'Hémalun de Mayer pendant 10 a 30 sec. Aprés un ringage abondant a I'eau du robinet, la contre-
coloration a été bleuie par un traitement a 'ammoniaque 0,2 % pendant 1 min puis rincée a I'eau
distillée. Les coupes ont été déshydratées par des bains successifs d’'EtOH croissant (passage rapide
dans EtOH 50%, 70% ; EtOH 100% 2 x 3 min) puis des bains de toluéne (2 x 5 min). Les lames ont

été montées en milieu non aqueux (Vectamount, Vector).

» Coloration hématoxyline/éosine
Aprés déparaffinage, les lames ont été plongées dans un bain d’Hémalun de Mayer (Labo-
Moderne) pendant 2 min 30 puis rincées abondamment a I'eau du robinet. Elles ont été ensuite
immergées dans de I'éosine 1% (Labo-Moderne). Aprés un ringcage a I'eau distillée, les coupes ont été

déshydratées puis montées sous lamelle avec du Vectamount (Vector).

» Marquage des vaisseaux par IHC CD31/PECAM

Les coupes déparaffinées ont été traitées a la trypsine, puis aprés lavage au PBS (3 x 5 min),
les peroxydases endogéenes ont été inactivées. Aprés lavage au PBS (3 x 5 min), les antigénes ont
été bloqués pendant 30 min avec une solution de blocage (TNB, kit TSA Biotin Biosystem, Perkin
Elmer), puis I'anticorps primaire anti-CD31 dilué au 1/100 en TNB a été incubé 1 h a 37<C. Aprés 3
lavages de 5 min en TNT (0.1M Tris-HCI pH 7,5, 0,15 M NaCl, 0,05% Tween 20), I'anticorps
secondaire biotinylé anti-IgG de rat dilué au 1/250 en TNB a été incubé pendant 1 h, puis les coupes
ont été lavées en TNT (3 x 5 min). Le signal a été amplifié grace au kit TSA utilisé selon les
recommandations du fournisseur. Aprés révélation, les lames ont été contre-colorées avec de

'Hémalun de Mayer et montées en Vectamount (Vector).
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» Marquage des vaisseaux lymphatiques (VEGFR3)

Aprés déparaffinage, les antigénes ont été démasqués par traitement citrate. Les coupes ont
été lavées au PBS, puis les peroxydases endogénes ont été inactivées et les lames ont été rincées au
TBS (50 mM Tris-HCI pH 7,5, 0,15 M NaCl) 3 fois 5 min. L'anticorps anti-VEGFR3, dilué en 1/50 en
TBS, a été incubé 2 h, et aprés 3 lavages au TBS de 5 min, I'anticorps secondaire biotinylé anti-lgG
de rat, dilué au 1/250 en TBS, a été incubé pendant 45 min. Suite a 2 lavages au TBS de 5min puis 1
lavage au Tris HCI 50 mM ph 7,5, le signal a été amplifié pendant 45 min avec le kit ABC (Vectastain,
Vector) utilisé selon les recommandations du fournisseur. Apres 3 lavages (50 mM Tris pH 7,5, 3 x 5
min), le signal a été révélé et les coupes ont été contre-colorées avec de 'Hémalun de Mayer et

montées en Vectamount (Vector).

» Marquage des vésicules lipidiques (périlipine)

Le protocole a été donné par I'équipe U545 de Bart Staels, Lille. Aprés déparaffinage, les
peroxydases endogenes ont été inactivées puis les lames ont été rincées au PBS. Les antigénes ont
été démasqués par traitement citrate. Les lames ont ensuite été incubées dans une solution de PBS,
0,1 % Triton X100 pendant 10 min. Les antigénes ont été bloqués avec une solution de PBS, 1 %
BSA, 5 % de sérum de chévre pendant 30 min. Les biotines endogénes ont été bloquées avec le kit
Avidin-Biotin blocking kit (Vector, SP-2001) selon les recommandations du fournisseur. L'anticorps
anti-périlipine, dilué au 1/50 en PBS, 1 % BSA, a été incubé sur la nuit a 4C. Aprés lavage au TBS (2
x 5 min), l'anticorps secondaire biotinylé anti-lgG de chévre dilué au 1/250 en PBS, 1 % BSA, 2 %
sérum de souris, a été incubé pendant 45 min. Suite au lavage en PBS (5min), le signal a été amplifié
pendant 45 min avec le kit ABC (Vectastain, Vector) utilisé selon les recommandations du fournisseur.
Aprés 3 lavages de 5 min au PBS, le signal a été révélé et les coupes contre-colorées avec de

I'Hémalun de Mayer et montées en Vectamount (Vector).

» Marquage des zones hypoxiques (Hypoxyprobe)

L'hypoxyprobe a été détectée en suivant les recommandations du fournisseur. Aprés
déparaffinage, les peroxydases endogénes ont été inactivées, puis les antigenes ont été démasqués
avec traitement citrate. Les coupes ont été lavées avec du TBST (50 mM Tris pH 7,5, 0,15 M NacCl,
0,1% Tween 20) pendant 5 min. Les antigénes ont été bloqués avec une solution de TBST, 2 % BSA,
1/5 de sérum de chévre pendant 30 min. Les anticorps ont été dilués dans du TBST, BSA 2 %.
L'anticorps anti-hypoxyprobe, dilué au 1/100, a été incubé pendant 40 min, puis aprés lavage au
TBST (5 min), I'anticorps secondaire biotinylé anti-lgG de souris, dilué au 1/100, a été incubé pendant
10 min. Le signal a été amplifié avec le kit ABC puis révélé. Les coupes ont été contre-colorées avec

de 'Hémalun de Mayer et montées en Vectamount (Vector).

» Marquage des lymphocytes T (CD3 ¢)
Aprés déparaffinage, les peroxydases endogenes ont été inactivées puis les lames ont été
rincées au TBS (50 mM Tris-HCI pH 7,5, 0,15 M NaCl). Les antigénes ont été démasqués par

traitement citrate, puis les coupes ont été bloquées avec une solution de TBS, 2 % BSA, 1/5°™ de

145



sérum de chevre pendant 2 h. Les anticorps ont été dilués en TBS, 2 % BSA. L'anticorps anti-CD3k,
dilué au 1/100, a été incubé sur la nuit a 4C. Apr és lavage au TBS (2 x 5 min), I'anticorps secondaire
biotinylé anti-IgG de chévre, dilué au 1/250, a été incubé pendant 45 min. Suite au lavage en TBS
(5min), le signal a été amplifi¢ pendant 45 min avec le kit ABC (Vectastain, Vector) utilisé selon les
recommandations du fournisseur. Aprées lavage (3 x 5 min Tris pH 7,5 50 mM), le signal a été révélé et

les coupes contre-colorées avec de I'Hémalun de Mayer et montées en Vectamount (Vector).

» Marquage des cellules NK sur coupes congelées (NKp4  6)

Les coupes congelées ont été séchées 90 min a température ambiante, puis post-fixées
pendant 10 min avec de I'acétone préalablement refroidi a -20C. Aprés lavage 3 x 5min au TBS (10
mM Tris pH 7,5, 150 mM NaCl), les coupes ont été bloquées avec une solution de TBS, 2% BSA et
1/5°™ de sérum de lapin pendant 2h. Les anticorps ont été dilués en TBS, 2 % BSA. L'anticorps anti-
NKp46, dilué au 1/100, a été incubé sur la nuit a 4C. Aprés un lavage de TBS (5 min), les
peroxydases endogénes ont été inactivées dans une solution de PBS, 0,3 % de H,O, (20 min). Les
coupes ont été lavées (TBS, 2 x 5 min) et incubées avec I'anticorps secondaire biotinylé anti-IgG de
lapin, dilué au 1/250, pendant 45 min. Aprés un lavage TBS, le signal a été amplifié grace un kit ABC
(Vectastain, Vector) pendant 45 min. Aprés révélation, les lames ont été contre-colorées avec de

'Hémalun de Mayer et montées en Vectamount (Vector).

b) Marquages automatisés
Certains marquages ont été réalisés avec l'automate Ventana Discovery (Roche). Les
anticorps ont été dilués dans du Discovery Diluant Ab (Ventana, Roche). A la fin du programme

automatisé, les coupes ont été déshydratées et montées en milieu non aqueux Vectamount.

Marquage de la VE-statine : Les sites antigéniques ont été démasqués par une protéase (Protéase
1, Ventana, Roche) et les temps d'incubation des anticorps primaire anti-VE-statine, dilué au 1/500, et
secondaire anti-lgG d’'Homme, dilué au 1/500, ont été, respectivement, d’'1 h et de 30 min.

Marquage du collagéne IV : Les sites antigéniques ont été démasqués par un traitement citrate
(CC1, Ventana, Roche). L'anticorps primaire anti-collagene 1V, dilué au 1/100, a été incubé pendant 2
h et I'anticorps secondaire anti-IgG de lapin, dilué au 1/250, a été incubé 30 min.

Marquage des cellules en prolifération :  Les cellules en prolifération ont été marquées a l'aide d'un
anticorps anti-Ki67 suivant les recommandations du fournisseur Roche.

Marquage des cellules apoptotiques : Les cellules apoptotiques ont été marquées a l'aide de la
technique TUNEL grdce au kit Terminal transferase recombinant kit (Roche), suivant les

recommandations du fournisseur.

4. Immunofluorescence
Les coupes congelées ont été post-fixées avec une solution de PBS, 1 % PFA (5min). Les
coupes ont été lavées au TBS (3 x 5min ; 10 mM Tris pH 7,5 ; 150 mM NaCl). Les sites antigéniques

ont été bloqués pendant 2h avec une solution de TBS, 1% de BSA et 10% de sérum appartenant a
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I'espéce productrice de I'anticorps secondaire si possible. Les coupes ont été incubées, sur la nuit a
4T, avec l'anticorps primaire dilué en TBS-BSA 1%. Aprés lavage en TBS (3 x 5 min), I'anticorps
secondaire biotinylé ou directement couplé a un fluorochrome a été incubé pendant 1 h a température
ambiante. Les coupes ont été lavées au TBS (3 x 5 min). Dans le cas d'un anticorps primaire ou
secondaire biotinylé, il a été nécessaire d'incuber les coupes avec une streptavidine couplée a
I'Alexa594 ou a I'Alexa488 (Invitrogen) diluée au 1/500°™ dans du TBS-BSA 1%. Les noyaux ont été
visualisés apres incubation avec une solution de DAPI (1 pg/ml, 1 min). Aprées lavage (TBS, 2 x 5

min), les coupes ont été montées entre lame et lamelle dans un milieu aqueux (Mowiol).

5. Acquisitions et analyses d’images

La microscopie visible a été réalisée avec un microscope Zeiss Axioplan2 et celle a
fluorescence avec un microscope Zeiss AxiolmagerZl pour la fluorescence et les images ont été
acquises avec le logiciel Zeiss AxioVs V4.8.2.0, a I'exception des marquages utilisant un anticorps
primaire couplé a I'allophycocyanine (APC) pour lesquels un microsope confocal Zeiss LSM 710 a été
utilisé et les images ont été acquises avec le logiciel Zeiss ZEN 2008.

Pour I'analyse de vaisseaux sanguins CD31", les zones les plus riches en vaisseaux (hotspots
angiogénigues) ont été analysées par quantification du marquage CD31 avec le logiciel ImageJ
v1.42q (Rasband, W.S., ImageJ, U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA,
http://rsb.info.nih.govl/ij/, 1997-2009).

Pour l'analyse de la nécrose, les zones nécrotiques ont été identifiées comme les régions non

marquées apres coloration a I’'hnématoxyline/éosine.

D. Cytométrie en flux
Cette technique a été réalisée par Dr Christelle FAVEEUW (CIIL, Lille).
Les anticorps suivant proviennent de chez BD Pharmingen, sauf I'anticorps NKp46 qui a été acheté
chez Ozyme :
- anti-CD4, CD8, CD45 conjugués au FITC
- anti-CD4, CD45, NKP46 conjugués a la PE
- anti-CD3, CD19 conjugués APC
- purifié anti-CD16/CD32 (553141)
- anti-CD8 conjugué a PE-Cy7
Les rates ont été prélevées et mécaniquement homogénéisées. Les tumeurs ont été prélevées,
découpées en petits morceaux et incubées avec de la collagénase VIII (1 mg/ml en PBS, Sigma) et de
la DNAse | (1 pg/ml en PBS, Sigma) a 37T pendant 30 min. Les morceaux ont ensuite été
homogénéisés dans du PBS 2 % de sérum de veau foetal et filtrées sur des membranes 90 um. Pour
les rates et les tumeurs, les érythrocytes ont été retirés avec un tampon de lyse Red Blood Cell Lysing
Buffer (Sigma, R7757) apres lavage. Les cellules vivantes ont été comptées et les cellules mortes ont
été visualisées au bleu Trypan (Sigma).
Pour I'analyse de cytométrie en flux, 2 a 5 x10° cellules/puits ont été ensemencées dans des

plaques 96 puits et resuspendues dans 50 ul de PBS, 2% de sérum de veau fcetal contenant un
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anticorps rat anti-souris CD16/32 (blocage des récepteurs Fc) dilué au 1/40°™ pendant 20 min sur
glace. Aprées lavage, les cellules ont été resuspendues dans 50 ul de PBS, 2% de sérum de veau
foetal contenant un anticorps anti-CD45 conjugué FITC ou a la phycoérythrine (PE) pendant 30 min
sur glace. Aprés deux lavages, les cellules ont été incubées pendant 30 min sur glace avec la
combinaison d’anticorps appropriée afin d'identifier les cellules mononuclées. Aprés le dernier lavage,
les cellules ont été remises en suspension dans du PBS et les cellules mortes ont été marquées par
du 7-AAD (5 pl /tube, eBioscience) afin de pouvoir les exclure de I'analyse.

Les cellules mononuclées, sélectionnées pour leurs marquages CDA45" et 7-AAD’, ont été
analysées sur un cytométre FACS Calibur (rates) ou sur un cytométre LSR Fortessa (tumeurs) avec le

logiciel FACSDiva (Becton Dickinson).

[ll. Analyse des taux d’ARNmM et de protéines

A. RT-PCR quantitative

Les cellules ont été lysées et les tumeurs broyées en Trizol (Life Technologies). Les ARNs
totaux et les micro-ARNSs ont été extraits suivant les recommandations du fournisseur. La transcription
inverse a été effectuée avec le kit High capacity cDNA reverse transcription kit Tagman (Life
Technologies) et celle de miR-126-3p et miR-126-5p a été effectuée avec le kit microRNA reverse
transcription kit (Life Technologies).

Les PCR quantitatives ont été effectuées avec des réactifs et des sondes Tagman (Applied
Biosystems) selon les recommandations du fournisseur, sauf pour la quantification des marqueurs des
cellules de I'immunité. Pour ces marqueurs, les gPCR ont été effectuées avec du Power SYBR Green
PCR Master Mix (Life Technologies) contenant 0,15 uM de chaque sonde (Tableau 8). Les PCR ont
consisté en 40 cycles de [95T/15sec, 60C/1min]. U ne courbe de fusion a été effectuée aprés
chaque réaction. Pour chaque géne, les conditions ont été mises au point afin d'obtenir une

amplification linéaire pour les plages de valeurs analysées.

Cible Amorce sens Amorce anti-sens
CD3¢ |5'-aacacgtactigtacctgaaagctc |5’-gatgattatggctactgctgtca
CD4 |5-ccttaggttiggacatggagagaa 5’-ccccttgacagagtgcaaaca

CD8 5'-cgtgiccctcatggcagaa 5’-aacaagataacgtgggacgagaa
CD19 |5'-ttcccttectatcccacacaag 5’-gcttticcccaaataaacccaat
CD94 |5 -ccttittctggatiggaatgca 5'-tgagggaacigtgccatcct
CD68 |5-tggcggtggaatacaatgtg 5’-gatgaattctgcgccatgaa

Tableau 8 : Amorces utilisées pour vérifier 'expre  ssion des marqueurs des
cellules immunitaires
Les oligonucléotides ont été fournis par Isabelle Wolowczuk (UMR 8199, Lille).

Les données ont été exprimées en 2% our :

ACt = Ct gene cible — Ct actine €t AACt = ACt échantillon — ACt référence.
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B. PCR Array

Pour analyser un large panel d'expression de genes impligués dans I'angiogenése, nous
avons utilisé 2 RT2 Profiler™ PCR Array (SABiosciences) : Mouse Angiogenesis (PAMM-024A) et
Mouse Angiogenic Growth Factors & Angiogenesis Inhibitors (PAMM-072A).
Les tumeurs ont été broyées en Trizol (Life Technologies) et les ARNs totaux ont été extraits suivant
les recommandations de SABiosciences. La qualité des ARN a été vérifiée avec un Bioanalyser
(Agilent). La reverse-transcription a été effectuée avec le kit RT2 First Strand Kit (SABiosciences, C-
03). Les PCR quantitatives ont été effectuées avec le kit RT2 SYBR® Green/Rox'" qPCR Master Mix
(SABiosciences, PA-012) et les PCR Arrays précités. L'analyse des données a été faite selon les

recommandations du fournisseur.

C. Western-blot
Les protéines ont été extraites en tampon RIPA (PBS, 1 % Igepal CA-630, 0,5 %

désoxycholate de sodium, 0,1 % SDS) avec inhibiteur de protéases (cOmplete, Roche), analysées par
SDS-PAGE 12% et transférées sur une membrane de PVDF (Immobilon-P, Millipore). La membrane a
été bloquée pendant 1 h avec une solution de 5 % lait écrémé dilué en PBST (PBS, 0,1 % Tween 20
sauf pour le Western-blot anti-HA, 0,25 %). L'anticorps primaire a été dilué (Tableau 9) et incubé dans
le méme tampon pendant 2 h. Aprés 3 lavages de 10 min au PBST, I'anticorps secondaire couplé a la
peroxydase (HRP, Tableau 9) dilué au 1/10000, a été incubé pendant 45 min. Aprés 3 nouveaux
lavages de 10 min au PBST, les membranes ont été révélées avec un kit de chimioluminescence
(Western Lightning®-ECL, Perkin Elmer), puis, soit les membranes ont été exposées en présence de
films autoradiographiques, soit la chimiluminescence a été mesurée avec un systeme LAS3000
(Fujifilm). L'intensité des bandes correspondant a la caspase 3 clivée a été quantifiée avec le logiciel
Multigauge v3.0.

Cible Dilution Fournisseur, référence
HA 1/1500 Covance, HA.11 Clone 16B12
Anticorps hVE-statine 1/1000 R&D Systems, AF3638
primaires Caspase 3 clivée | 1/1000 Cell signaling, 9664S
Actine 1/1000 | Santa Cruz Biotechnology, sc-1615
Anticorps IgG de souris 1/10000 Amersham
secondaires IgG de lapin 1/10000 Amersham
couplés HRP IgG de chevre 1/10000 Sigma

Tableau 9 : Anticorps utilisés pour les Western-blo  t.

D. Protein Array

Afin d’analyser I'expression d’un panel de protéines, nous avons utilisé 2 Proteome Profiler™
(Antibody Arrays, R&D Systems) : Mouse Angiogenesis Array Kit (ARY015) et Mouse Cytokine Array
Panel A (ARYO006) selon les recommandations du fournisseur. Les membranes ont été révélées avec

un kit de chimioluminescence (Western Lightning®-ECL, Perkin Elmer). La chimiluminescence a été
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mesurée avec un systeme LAS3000 (Fujifilm). L’intensité des signaux ont été quantifiée avec le

logiciel Multigauge v3.0.
V. Statistiques

Le test de Mann-Whitney-Wilcoxon a été utilisé pour comparer les valeurs moyennes entre les
groupes. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001

Les barres d’erreur sur les graphes représentent les erreurs standard.
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