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'Résumé

Il est désormais admis que le caractére invasif d'une tumeur est lié, non seulement, au
génotype des cellules cancéreuses, mais aussi a leurs interactions avec le microenvironnement
tumoral (MT). Au sein du MT, une déstabilisation de la matrice stromale favorise la
progression tumorale et la dissémination métastatique. Le remaniement de la matrice
extracellulaire est souvent piloté par des enzymes protéolytiques. En revanche, les effets de
l'inhibition de la formation de cette matrice sont peu étudiés. C’est dans cette optique que
nous nous sommes intéressés a la protéine C (PC) et son récepteur endothélial (EPCR) et a

leur role dans la tumorigenese des leucémies et des cancers solides.

L’EPCR est exprimé par un grand nombre de lignées cellulaires cancéreuses. Il est
aussi détecté dans le compartiment tumoral chez des patients atteints de pathologie tumorale.
Son géne est hautement conservé. 1l posséde cependant plusieurs polymorphismes. Un de ces
SNPs (single nucleotide polymorphism) - 6936A/G - se traduit par la libération d'une forme
soluble circulante de I'EPCR (EPCRs) résultant de la protéolyse de la forme membranaire.
Chez des patients leucémiques, une fréquence élevée du SNP 6936A/G est observée et

associée a la survenue de thrombose.

D'autre part, ’EPCR est détecté in situ dans la majorité des biopsies tumorales testées
et sécrété en grande quantité dans les ascites. La fixation de la PC sur I’EPCR et son
activation augmentent la survie et le potentiel migratoire des cellules cancéreuses. Aussi, la
PCA est capable de moduler, par communication paracrine, la sécrétion de plusieurs
interleukines et cytokines. Ainsi, la stimulation de cellules du cancer de l'ovaire par la PCA
induit la synthese d'une thrombopoiétine ovarienne fonctionnelle. Cette cytokine étant
régulatrice de la production de plaquettes, la PCA semble étre de nouveau a l'interface entre

troubles de I'némostase et pathologie cancéreuse.

L’¢lucidation du réle complexe de la PCA et de son récepteur endothélial dans la
carcinogenese permettrait non seulement de dégager de nouvelles approches thérapeutiques,

mais aussi de prévenir le risque de thrombose associée au cancer et d’en réduire la morbidité.



Abstract

It is now recognized that the invasiveness of tumor cells is not only related to the
genotype of these cells but also to their interaction with tumor microenvironment (TM).
Within the TM, stromal matrix destabilization promotes tumor progression and metastatic
dissemination. The extracellular matrix remodeling is often driven by proteolytic enzymes.
However, few studies have investigated the effects of an impairment of the matrix formation.
Given these facts and circumstances, we were interested in protein C (PC) and its endothelial

receptor (EPCR), as well as in their role in tumorigenesis in leukemia and solid cancers.

EPCR is expressed by a wide range of cancer cell lines. It is also detected within the
tumor compartment in patients with malignant diseases. EPCR gene is highly conserved but
nevertheless contains polymorphisms. One of these SNPs (single nucleotide polymorphism) -
6936A/G — reflects — in the release of a soluble circulating form (EPCRS) resulting from the
proteolysis of membrane-associated form. In leukemic patients a high incidence of 6936A/G

SNP is observed and associated with thrombosis events.

Moreover, EPCR is detected in the majority of tumor biopsies and is abundantly
secreted in ascitic fluid. The PC attachment to EPCR and its activation promotes cell survival
and migratory potential of tumor cells. Also, APC is able to modulate, by a paracrine manner,
interleukins and cytokines secretion. Thus, ovarian cancer cells stimulation by APC induces
the synthesis of a functional ovarian thrombopoietin. As this cytokine has a regulatory effect
on platelet production, APC may be once again at the interface between hemostasis disorders

and coagulation.

The elucidation of the intricate role of APC and its endothelial receptor could permit
not only to identify new therapeutic approaches but also to prevent cancer-associated

thrombosis risk and to decrease morbidity in cancer patients.
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TGF-a transformin-growth factor-a
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'INTRODUCTION

En 1823, Jean-Baptiste Bouillaud, un physicien francais, publia un premier rapport
suggerant l'existence d'un lien entre cancer et thrombose. Les observations fournies par
Armand Trousseau, en 1865, furent la deuxieme preuve plaidant pour une association forte
entre pathologie cancéreuse et thrombose veineuse. Depuis, le nombre de travaux d'études,
visant a mieux définir et comprendre cette relation, ne cesse d'augmenter. De nos jours, le lien
épidémiologique entre thrombose et cancer est bien établi. D'une part, le cancer constitue un
facteur de risque majeur de la maladie thrombo-embolique veineuse (MTEV), d'autre part, la

thrombose peut révéler un cancer.

En effet, la thrombose est une complication fréquente de la pathologie cancéreuse. Elle

représente la deuxieme cause de déces chez les patients atteints d'un cancer.

Le traitement de la MTEV, dans un contexte tumoral, est compliqué, puisque le risque
hémorragique induit par les anticoagulants est souvent augmenté par les traitements
anticancéreux. De plus, les patients atteints d'un cancer ne partagent pas tous le méme risque
de développer une thrombose.

L’identification de marqueurs biologiques s’avére cruciale pour prédire la survenue de
thrombose chez les patients atteints d’un cancer et proposer un traitement ciblé et

personnalisé en fonction du profil de chaque patient.

Nous détaillons, dans cette partie, les différents aspects qui caractérisent lI'association
entre thrombose et cancer.

En premier lieu, nous définissons chacune des deux pathologies et proposons une
synthese de leurs données épidémiologiques descriptives respectives. Nous donnons une vue
d'ensemble sur I'association entre cancer et thrombose et rappelons les facteurs étiologiques
de cette relation.

Ensuite, nous nous intéressons a la biologie de la pathologie cancéreuse, au
microenvironnement tumoral et aux différents processus impliqués dans le développement de
la maladie. Puis, nous détaillons les différents axes de la coagulation et ses diverses

composantes biologiques.
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Dans la suite, nous expliquons, d'une maniére plus profonde, le lien entre cancer et
hypercoagulabilité. Nous décortiquons les mécanismes impliqués dans cette association et les

différents facteurs moléculaires concernés.

Dans ce contexte, nous détaillons, dans un chapitre séparé, le systeme protéine C et
son récepteur endothélial, et son rdle dans I'association entre thrombose et cancer, qui est la
base de ce travail.

Enfin, nous examinons les différentes caractéristiques de la thrombopoiétine, un

deuxiéme pilier de cette these.
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Chapitre 1. Cancer et thrombose

1. Cancer
1.1. Définition

Le cancer est un terme général utilisé dans le cadre d'une maladie caractérisée par une
division cellulaire anormale et incontrélée. Tous les cancers sont liés a l'acquisition d'un
nombre de changements survenant au niveau de la séquence d’ADN du génome d'une cellule.
Ces changements génétiques s’accumulent au cours du temps. Les facteurs génétiques
héréditaires et les agents mutagénes d’origine exogene ou endogeéne constituent la principale
cause de la division anarchique de la cellule cancéreuse (Stratton et al, 2009). Les cellules du
cancer dérivent toutes d'une cellule initiatrice, dite cellule clone, et peuvent former une
tumeur maligne. Ce processus est appelé cancérogenése et peut étre décrit en trois étapes :
I’initiation, la promotion et la progression. Lors de 1’étape d’initiation, des modifications
génétiques irréversibles sont a l'origine de la transformation de la cellule initiatrice. Ensuite,
la cellule initiée se développe d'une maniere incontrdlée et prolifere en formant un groupe de
cellules identiques qui constituent les cellules pré-néoplasiques. Au cours de la progression
tumorale, le phénotype néoplasique est acquis a travers des mécanismes génétiques et
épigénétiques (Shacter and Weitzman, 2002).

Les foyers pré-cancéreux, démunis en partie de leur caractére différencié et dotés de
propriétés invasives, se développent localement pour former la tumeur puis se propagent via
le sang ou la lymphe vers d'autres tissus et organes pour former les métastases (Oliveira et al,
2007). En effet, la progression tumorale est caractérisée par une irréversibilite, une instabilité
génétique et des modifications au niveau des caractéristiques biochimiques, métaboliques et
morphologiques des cellules (Pitot and Dragan, 1991 ; Klaunig et al, 2000 ; Dixon and
Kopras, 2004). La tumeur devient indépendante des signaux prolifératifs, insensible aux
mécanismes de la régulation de la croissance, capable d'esquiver les voies de I'apoptose, de se
diviser d'une maniére infinie et d'induire 1’angiogenése. Toutes ces propriétés acquises
favorisent l'invasion des cellules tumorales et la formation des métastases (Hanahan and
Weinberg, 2011).

1.2. Epidemiologie

Le cancer est un probléme majeur de santé publique. Cette pathologie est a I’origine
de 7,6 millions de décés en 2008, soit 13% de la mortalité mondiale. Selon GLOBOCAN

2012, la base de données en ligne du Centre International de Recherche sur le Cancer (CIRC),
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I'incidence de la pathologie cancéreuse a atteint 14,1 millions de nouveaux cas et a 8,2
millions de déces, par rapport a 12,7 millions et 7,6 millions en 2008, respectivement. Selon
les estimations de 1’Organisation Mondiale de la Santé, ce chiffre ne cessera de croitre pour
dépasser les 11 millions de déces d’ici 2030. Les taux de mortalité les plus importants, par
type de cancer, sont retrouvés dans les cancers du poumon, de 1’estomac, du foie, du colon et

du sein (Bray et al, 2013 ; Ferlay et al, 2015).

2. Thrombose
2.1. Définition

La thrombose est le processus pathologique qui aboutit a formation d'un caillot de
sang (thrombus) par l'interaction de la paroi vasculaire avec les plaquettes et la fibrine. La
formation du clou hémostatique a pour conséquence l'entrave de la circulation sanguine dans
une veine (thrombose veineuse) ou une artere (thrombose artérielle). La thrombose artérielle
est associée a une rupture d'une monocouche de cellules endothéliales. Cela résulte en
I'exposition des cellules sub-endothéliales, la sécrétion des facteurs procoagulants, I'activation
et I'agrégation des plaquettes. Le systeme vasculaire est a débit rapide et I'accumulation des
plaquettes et le dép6t de fibrine ménent a la formation d'un thrombus intravasculaire riche en
plaquettes (Wolberg et al, 2012). La thrombose artérielle peut étre a l'origine d'une ischémie.
Au contraire la thrombose veineuse, est associée a une hypercoagulabilité du plasma et serait
déclenchée par des facteurs procoagulants exprimés par un tissu intact. Elle est caractérisée
par un flux sanguin a débit ralenti et la formation d'un thrombus riche en fibrine et en globules
rouges. Elle se base sur I'activation de la machinerie de la coagulation et peut provoquer une
stase veineuse et mener a une phlébite. Dans les deux cas, le terme embolie désigne le
détachement du caillot et sa circulation dans le sang vers d'autres organes. Le caillot peut
obstruer la circulation au niveau du poumon (embolie pulmonaire), du cerveau (accident

vasculaire cérébrale) ou conduire a un infarctus du myocarde (Lowe, 2003).

2.2. Facteurs de risque

Au XIXeme siéecle, Rudolf Virchow était le premier a proposer une triade regroupant
les facteurs de predisposition a la formation d'un thrombus (Lip et al, 2000). La triade de
Virchow est souvent évoquee pour expliquer les mécanismes pathophysiologiques impliqués
dans l'apparition d'une thrombose. Elle se base sur les perturbations liées au flux sanguin
(stase veineuse), a la composition du sang (hypercoagulabilité) et a la paroi vasculaire

(atteinte endothéliale). Elle a été faite sur la base d'observations dans le cas d'une thrombose
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veineuse, mais le méme schéma a été appliqué dans le cadre d'une thrombose artérielle.

(Jerjes-Sanchez, 2005).

La triade de Virchow révisée fait, aussi, la distinction entre facteurs de risque acquis,

génétiques, ou mixtes. Une synthese des facteurs de risque prédisposant a une thrombose est

représentée dans le tableau suivant :

Thrombose

Veineuse

Facteurs géenétiques & héréditaires :
- Déficience en antithrombine 111
- Facteur V Leiden
- Déficience en Protéine C
- Déficience en Protéine S
- Mutation du géne de la prothrombine
- Anomalies de la fibrinolyse
Facteurs acquis
- Stase due a :
Immobilisation/alitement prolongés
Etat post-opératoire
Grossesse et période post-partum
- Cancer
- Syndrome néphrotique
- Syndromes myéloprolifératifs
- Anticorps antiphospholipides
- Maladie intestinale inflammatoire
- Age, obésité...

Artérielle

Facteurs genétiques (Rader, 2015)
- Variations de loci génétiques
Chromosome 9p21.4
Geéne CXCL12
Gene HDAC9 (Histone désacétylase 9)
Géne LPA (Lipoprotéine A)...
Maladies de la paroi artérielle :
- Athérosclerose, vascularites
- Diabete sucré, hypertension
Hyperactivité plaquettaire
- Induction par I’héparine
- Thrombopénie/thrombose (TTIH)
- Syndromes myéloprolifératifs
Anticorps antiphospholipides
Hyperhomocystéinémie
Tabagisme chronique
Contraception orale
Age, obésité. ..

Tableau 1 : Facteurs de risque de la thrombose (Rumbaut and Thiagarajan, 2010).

La thrombose veineuse et I'athérothrombose ont été généralement considérées comme

deux processus trés distincts — et ce, d'un point de vue mécanistique et clinique. Cela dit,

plusieurs études épidémiologiques suggerent l'existence d'une association entre les deux

pathologies (Andrei and Andercou, 2014). Si différents mécanismes biologiques semblent étre

impliqués dans cette association, des facteurs de risque communs entre les deux types de

thrombose pourraient, aussi, jouer un rdle majeur dans ce lien (Lowe, 2008).

2.3. Epidémiologie

Les principales manifestations pathologiques d'une thrombose sont la cardiopathie

ischémique (angine de poitrine, infarctus du myocarde), l'accident vasculaire cérébral
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ischémique et la maladie thromboembolique veineuse (MTEV : thrombose veineuse profonde
(TVP) et embolie pulmonaire (EP)).

L'Organisation Mondiale de la santé, dans son rapport d'étude sur la charge de
morbidité dans le monde en 2010 (The Global Burden of Diseases, Injuries, and Risk Factors
Study (GBD 2010)), déclare que la cardiopathie ischéemique et I'accident vasculaire cérébral, a
eux deux, sont a l'origine de pres d'un decés sur 4 dans le monde (ISTH Steering Committee
for World Thrombosis Day, 2014).

Malheureusement, les données concernant la thrombose veineuse sont peu disponibles
et moins claires et tous les rapports publiés constituent la synthése de travaux de recherche
effectués sur des populations données et des régions précises du monde (Liao et al, 2014).

Une étude, effectuée par Cohen et al (Cohen et al, 2007), donne une estimation sur
I'incidence de MTVE dans l'union européenne en 2004 (population de 454.4 millions de
personnes). Les résultats rapportés indiquent que 684 019 cas de TVP et 434 723 cas d’EP
sont enregistrés au cours de cette année. Le nombre de déces causés par la MVTE, dans cette

population, concerne 543 454 personnes.
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Chapitre 2. Cancer et thrombose — une association forte

1. Etatde I'art et épidémiologie

L’association entre cancer et thrombose est connue depuis plus d’un siecle et demi. Le
médecin francais Jean-Baptiste Bouillaud fut le premier a présenter un rapport évoquant
I'nypothése d'un lien entre le cancer et la thrombose (Bouillard and Bouillaud, 1823). En
1865, un clinicien francais, Armand trousseau, rapporta les premiéres observations mettant en
évidence l'association entre cancer gastrique et thrombose veineuse (Trousseau, 1865).
L'ironie du sort a fait que Trousseau se fut auto-diagnostiqué cette association et y succomba
quelques mois apres, en 1867. L'association entre cancer et thrombose a été appelée, par la

suite, syndrome de Trousseau.

Les observations de Trousseau en 1865, décrivant le lien étroit entre pathologie
néoplasique et thrombose veineuse, ont été validées ultérieurement par des études cliniques
prospectives (Zwicker et al, 2007 ; Timp et al, 2013). Ces études ont fait de la pathologie
cancéreuse un modéle d’hypercoagulabilité acquise. En effet, il s'agit d'une relation bilatérale
puisque le cancer prédispose a la survenue d’une thrombose et la thrombose peut révéler un
cancer. Le risque de MTEV est important chez le patient atteint d'un cancer. Il est multiplié
par un facteur de risque relatif variant de 4 a 7 par rapport a la population générale (Timp et
al, 2013) et doublé en cas de chimiothérapie associée (Chew et al, 2006). Le diagnostic d'un
cancer est associé a la survenue inopinée d'une MVTE dans 20 a 30% des cas d'un premier
épisode thrombotique (Timp et al, 2013). Aujourd’hui, la thrombose constitue la deuxiéme
cause de déces chez les patients atteints d’un cancer (aprés la pathologie cancéreuse elle-
méme). De plus, la survenue de thrombose, dans un contexte néoplasique, affecte
significativement la qualité de vie des patients. En effet, la MVVTE nécessite un traitement
d’anticoagulants a long terme. En outre, les patients atteints d'un cancer et d'une MTEV
présentent un risque accru de récidive de MTEV — qui peut atteindre les 21% méme en cas de
traitement anticoagulant — et aussi de complications hémorragiques majeures (environ 12%
des cas) (Khorana, 2012).

Le cancer peut prédisposer a une thrombose inopinée, mais aussi la survenue de
thrombose peut révéler un cancer occulte dans 10 a 25 % des cas. Le risque de découverte
d’un cancer est multiplié par un facteur de 2 a 3 fois au cours de la premiére année d'une

thrombose veineuse profonde sans diagnostic connu de cancer. Le risque de découverte d’une
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néoplasie est multiplié par 10 en cas de récidive de MVTE (Prandoni et al, 1992 ; Lee and
Levine, 2003).

En ce qui concerne l'incidence de thrombose artérielle dans le cancer, et contrairement
a la thrombose veineuse, il existe tres peu de données épidémiologiques. En plus, les études
réalisées sont souvent a l'origine de résultats conflictuels (Blann and Dunmore, 2011). Mettre
en évidence une telle association est difficile, d'autant plus que les mécanismes
d'’hypercoagulabilité paranéoplasiques sont tres complexes, caractérisés par une importante

variabilité interindividuelle et non completement élucidés (Schwarzbach et al, 2012).

2. Traitements anticoagulants dans un contexte tumoral

L'utilisation prolongée des héparines de bas poids moléculaire (HBPM) est considérée
comme étant le traitement curatif de référence chez les patients atteints d'un cancer. L'Agence
francaise de sécurité sanitaire des produits de santé — appelée maintenant Agence nationale de
sécurité du médicament — souligne dans un rapport publié en 2009 I'efficacité des HBPM dans
la prévention de la récidive de la MVVTE chez les patients cancéreux; et ce, sans majoration du
risque hémorragique. Cette efficacité est multipliée d'un facteur de deux dans le cas d'un
traitement par les HBPM par rapport aux anti-vitamines K (AVK). Malheureusement, les
recommandations internationales quant a I'utilisation des HBPM ne sont respectées que dans
50% des cas, pour diverses raisons incluant le mode d'administration de l'anticoagulant
(injection sous-cutanée pour les HBPM et voie orale pour les AVK), le colt ou encore
I'nabitude de prescrire les AVK dans la pratique médicale (Mahé et Chidiac, 2014). Pourtant,
les AVK sont connus pour leur efficacité thérapeutique limitée, leurs possibles interactions
alimentaires et médicamenteuses, outre la nécessité d'assurer un contréle régulier des effets du

traitement et d'ajuster sa dose.

Au cours des dernieres années, une nouvelle génération d'anticoagulants actifs par voie
orale a émerge. Il existe deux types de nouveaux anticoagulants actifs par voie orale (NACO):
les inhibiteurs spécifiques du facteur Xa (rivaroxaban, edoxaban et apixaban)et les
inhibiteurs de la thrombine (dabigatran). Il était attendu que les NACO améliorent le
traitement antithrombotique, notamment chez les patients atteints d'un cancer. Mais leurs
interactions pharmacologiques avec les médicaments anti-tumoraux rendent leur utilisation
compromettante et remettent en question leur efficacité et la sécurité de leur administration
(Gerotziafas et al, 2014). Toutefois, il semble indispensable de réaliser des études

comparatives entre les HBPM et les NACO sur des populations de patients atteints de cancer,
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pour une meilleure évaluation de I'efficacité et la sécurité de ces traitements (Franchini et al,
2015).

3. Facteurs de risque de thrombose chez les patients atteints d'un cancer

Le risque de thrombose n'est pas le méme chez tous les patients atteints d'un cancer. Il
existe des facteurs de risque habituels de la thrombose comme I'age, I'obésité, I'nospitalisation
et I'immobilité prolongée, la chirurgie. La deuxiéme série de facteurs est spécifique aux
patients cancéreux comme le type du cancer et son stade, la chimiothérapie et la thérapie
hormonal. Dans la partie qui suit, nous detaillons certains de ces facteurs.

3.1. Localisation

Plusieurs études montrent gu'il existe un lien entre la thrombose et le cancer en
fonction de l'organe atteint (Tableau 2). Cela dit, les résultats varient en fonction de I'étude
(Figurel), probablement & cause de la non-standardisation des méthodologies utilisées. Et
méme si certains cancers semblent étre fortement associés a la survenue de thrombose, il est a
noter que finalement, les tumeurs les plus associées restent celles qui sont les plus fréquentes

dans la population étudiée.
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Figure 1 : Taux de thrombose veineuse (par 1000 patients-années) par type de cancer (Horsted
et al, 2012 ; Walker et al, 2013 ; Cronin-Fenton et al, 2010) contre la mortalité relative pour
chaque type de cancer a un an (Timp et al, 2013).
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Pancréas 6524 53 14 28,3

LAM 2292 3,7 7,4

Oesophage 2491 3,6 5,8 10,4

Poumon 44 497 2,4 4,3 7,4

Foie 2312 1,7 4,1 7,2

LLC 2023 2,7 3,1 2,8

Coldn 32611 2,3 2,7 5,7

Vessie 7138 1,5 1,7 1,6

Prostate 51 362 0,9 1 1,3

Mélanome 9497 0,5 0,5 53

Tableau 2 : Association entre thrombose veineuse et cancer un an apres le diagnostic en
fonction de 1’organe atteint (White et al, 2007).

3.2. Stade du cancer

Le risque de survenue de thrombose est d’autant plus important, quand le stade de la
pathologie cancéreuse est avancé. Quel que soit le type du cancer, le risque est multiplié d'un
facteur de 1,4 a 21,5 dans les cancers métastatiques par rapport au stade localisé (Figure 2)
(Chew et al, 2006).

3.3. Histologie

Selon une étude autopsique, les patients atteints d'un adénocarcinome sont les plus
touchés par le risque thrombotique. En effet, parmi 147 patients suivis, 23% des patients
atteints d'un adenocarcinome ont développé au moins un épisode d'embolie pulmonaire,

contre 9% de patients présentant une autre histologie (Shen and Pollak, 1980).
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Figure 2 : Incidence cumulée (%) de thrombose veineuse a deux ans par type et stade du
cancer (Timp et al, 2013 ; Chew et al, 2006)

3.4. Delai de concomitance des deux pathologies

L'association entre thrombose et cancer dépend également de l'intervalle de temps
entre la découverte du cancer et la survenue de thrombose. Cette association est plus forte
lorsque la thrombose survient trois mois avant que le cancer soit diagnostiqué. En revanche, le
risque de découverte d'un cancer diminue aprés le sixieme mois de I'apparition d'un épisode
thrombotique chez le patient. En effet, apres un délai de six mois, le risque d'apparition d'un
cancer est le méme que chez des patient n'ayant pas développé de thrombose. Aussi, le risque
de survenue de thrombose est plus élevé au début de la pathologie cancéreuse (Blom et al,
2005).

3.5. Hospitalisation

L'hospitalisation augmente le risque de thrombose chez les patients atteints d'un
cancer, particulierement dans le cas de chimiothérapie associee ; et cela, par rapport a des
patients hospitalisés sans cancer. La mortalité au sein des patients cancéreux hospitalisés est

également augmentée (Khorana et al, 2006).

3.6. Chirurgie et traitements

Le risque de développer une MTEV post-opératoire est multiplié par deux par rapport
aux patients sans cancer. Egalement, une embolie pulmonaire post-opératoire peut étre quatre

fois plus meurtriere chez les personnes atteintes d'un cancer par rapport aux patients non
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cancéreux. L'age avancé du patient, la complexité et la durée de la procédure chirurgicale,
ainsi que l'immobilisation post-opératoire prolongée peuvent, aussi, majorer le risque de
thrombose dans un contexte néoplasique (Haddad and Greeno, 2006).

La pose d'un cathéter veineux central (CVC) peut favoriser la survenue de thrombose.
Trente a 60% de poses de cathéter sont suivis par la formation d'un thrombus. Seulement, 5%
de ces thromboses sont symptomatiques (Debourdeau et al, 2008).

Le risque de thrombose est, également, augmenté en cas de thérapie antinéoplasique
(thérapie hormonale, chimiothérapie, radiothérapie). Plusieurs études cliniques mettent en
évidence la relation causale entre les thérapeutiques antinéoplasiques et la thrombose chez les
femmes atteintes du cancer du sein. Au premier stade, moins de 1% de ces patientes
développent une thrombose. Ce taux augmente jusqu'a 2-10% en cas de chimiothérapie
associée. Une étude prospective révéle que les femmes, atteintes du cancer du sein au
deuxiéme stade et traitées par chimiothérapie, présentent un risque de thrombose allant
jusgqu'a 17% (Haddad and Greeno, 2006).

Aussi, la variabilité du risque de thrombose en fonction du type de la molécule
constitue une évidence, méme si les mécanismes sont mal connus pour certains traitements.
Toujours chez les femmes atteintes du cancer du sein, lI'incidence de thrombose dans le cadre
d'un traitement par le Cyclophosphamide, le Methotrexate et le Fluorouracile associés au
Tamoxifene est de 13,6% contre 2,6% dans le cas d'un traitement par le Tamoxiféne seul
(Cuzick et al, 2003). Chez les patients atteints de myélome, la combinaison entre Thalidomide
et Dexaméthasone améliore la réponse thérapeutique (50% versus 30% si le traitement se base
sur le Thalidomide seul). Cela dit, cette association peut étre a l'origine d'une
hypercoagulabilité de lI'ordre de 10 a 20% contre 3%, si le Thalidomide est utilisé seul. Plus
flagrant, I'incidence de thrombose passe a 20-40% en cas d'association entre le Thalidomide et
le Doxorubicine (Accaoui et al, 2007).

Enfin, les facteurs de croissance, comme I'‘érythropoiétine recombinante, le
granulocyte-macrophage colonystimulating factor et le granulocyte colonystimulating factor,
peuvent aussi majorer le risque de thrombose chez les patients atteints d'un cancer
(Bokemeyer et al, 2004).

3.7. Récidive

Dans un contexte néoplasique, le risque de récidive de MTVE, considéré comme un
échec de traitement, est augmente d'environ 3 fois par rapport a des patients sans cancer. Ce

risque est doublé chez les patients traités par chimiothérapie par rapport a ceux non traites
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(Schulman et al, 2015). La récidive de la MTVE, chez des patients ayant un cancer évolutif,
dépend, également, du type du cancer et de son stade puisqu'elle est nettement plus importante
au cours de la dissémination métastatique (Prandoni et al, 2002). Pour résumer, la récidive de
MTVE demeure un probléme majeur chez les patients atteints d'un cancer; et cela, méme au

cours du traitement anticoagulant.

Inversement, et comme il s'agit d'une relation bilatérale, il est intéressant de noter que
le risque relatif de diagnostic de cancer est multiplié par 2,6 pour les patients avec récidive de

MTVE par rapport aux patients sans récidive (Prandoni et al, 2002).

4. Biomarqueurs et facteurs genétiques

Outre les facteurs de risque épidémiologiques et les traitements, certains facteurs
biologiques —biomarqueurs — peuvent étre associés a un risque élevé de thrombose chez les

patients atteints d'un cancer et permettent d'identifier les patients a haut risque.

La prédisposition génétique a la thrombose est relativement prédominante dans la
population générale. L'interaction des genes de thrombophilie hérités avec le cancer
constitue donc un fait possible et un facteur pertinent dans la majoration du risque
thrombotique (Wun and White, 2009). Une étude sur une population néerlandaise, sous
traitement anticoagulant, montre que le risque de thrombose est plus élevé chez les patients
porteurs de mutations génétiques du facteur V de Leiden (traduite par la résistance a la
protéine C activée, un anticoagulant naturel) et de la prothrombine par rapport a des patients
non porteurs de ces mutations (Blom et al, 2005).

Kohrana et son équipe, dans une étude clinique (Khorana et al, 2008a), montrent que
le comptage plaquettaire ou leucocytaire peut constituer un facteur prédictif de thrombose
chez les patients atteints d'un cancer. En effet, si le dosage des plagquettes excéde une valeur
de 350 x 10° plaquettes/litre ou une valeur de 11x 10° leucocytes/litre, le risque de thrombose

chez les patients atteints d'un cancer est augmentgé.

Egalement, un taux élevé des D-diméres (produits de dégradation de la fibrine) peut
étre associé a un risque élevé de cancer chez les patients ayant développé une MVTE (Wun
and White, 2009). En effet, les D-diméres sont le produit de dégradation extravasculaire de la
fibrine et sont capables de diffuser facilement dans la circulation sanguine, en raison de leur
faible poids moléculaire. Cela explique, le taux élevé des D-dimeres chez les patients atteints
de pathologie cancéreuse ou de maladie inflammatoire aigué (Mirshahi et al, 1992 ; Dirix et

al, 2002). En outre, le dosage plasmatique des D-dimeres est, essentiellement, utilisé comme
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biomarqueur d'exclusion de la MVTE — gréace a sa valeur prédictive négative élevée (Wells et
al, 2001). Il est, toutefois, intéressant de noter qu'un dosage combiné des D-dimeéres et de la
fibrine soluble (biomarqueur de 1’activation de la coagulation intravasculaire) peut constituer
un outil performant et spécifique pour un diagnostic rapide de la MVTE et un suivi des effets
d'une thérapie anticoagulante, notamment chez les patients atteints d'un cancer (Mirshahi et al,
2014).

La Sélectine P, une importante molécule d'adhésion des plaquettes fortement
impliquée dans les interactions cellule-cellule, joue aussi un role dans la survenue de

thrombose chez les patients cancéreux.

Les microparticules (MPs), également, constituent un facteur pronostique dans
I'association thrombose et cancer. Dans un contexte tumoral, un taux élevé de MPs est associé

a un risque accru de thrombose chez les patients atteints d'un cancer (Wun and White, 2009).

Enfin, plusieurs études montrent que les tumeurs sont impliquées dans l'activation de
la coagulation en exprimant un taux élevé de facteur tissulaire (FT). Dans un contexte non
tumoral, le FT n'est exprimé que suite a une induction par les cytokines inflammatoires ou par
les lipopolysaccharides bactériens. Cependant, dans les tumeurs, le FT est exprimé d'une
maniere constitutive (Elyamany et al, 2014). Kakkar et al montrent, dans une étude clinique
(Kakkar et al, 1995), que le taux de certains facteurs procoagulants est élevé - tout
particulierement celui du FT et du facteur VII activé - chez les patients atteints d'un cancer par

rapport a ceux sans pathologie tumorale.

Les mécanismes par lesquels agissent ces biomarqueurs seront détaillés dans une

section ultérieure.

5. Synthese et triade de Virchow appliquée au cancer

Une vue d'ensemble des différents facteurs de risque impliqués dans l'association entre

cancer et thrombose est présentée dans le Tableau 3.

Ainsi, les mémes composantes de la triade de Virchow, définie en 1863, sont
appliquées aux patients atteints d'un cancer. La triade de Virchow révisée est illustrée dans la

Figure 3.
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Caracteristiques ~ Facteurs associés a la Facteurs associes au Marqueurs

du patient tumeur traitement biologiques
Expression élevée
Sexe féminin Site de la tumeur Chirurgie majeure du FT par cellules
tumorales
Nombre de
Age avancé AEEEEECE R Hospitalisation pquu_ette§ S
tumeur chimiothérapie >
350000/mm
Nombre de
Race (ethnie noire)  Stage de cancer avancé Thérapie contre le Iegco_cyte,s avant
cancer chimiothérapie >
11000/mm
Comorbidités
communes : Diabéte
sucré, obésite, Période initiale aprés  Agents de stimulation ~ Taux de D-Dimeres
antécédents de TVE, diagnostic du cancer  de I'érythropoiese élevé

athérosclérose,
inflammation, autres

Mutations . . Concentration

. Cathéters veineux X s
profthrombothues - centraux plasmatique e_Ievee
héritées de: FT, sélectine P,...

Tableau 3 : Résumé des facteurs de risque impliqués dans I'association entre cancer et

Cathéters veineux (surinfection ++)
Produits intraveineux agressifs (chimiothérapie ++)

thrombose (Elyamany et al, 2014).

1. Stase Sanguine

Accumulation des facteurs progoagulants
+

W Elimination des facteurs activés

Immobilisation récente
Impotence fonctionnelle aigue (paralysie)
Hyperviscosité sanguine
Déshydratation
Compression extrinseque

3. Lésion endothéliale 2. Hypercoagulabilité
Adhésivité accrue +
W Thromborésistance
Traumatisme opératoires
Actes chirurgicaux

Potentiel prothrombotique +
¥ Potentiel antithrombotique

Acquise+++
Résistance ala PCa

\ Génération de thrombine
Radiothérapie

Figure 3 : Triade de Virchow appliquée au cancer (Elalamy et al, 2008).
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* La stase veineuse : elle peut étre liée a une obstruction veineuse par compression
vasculaire extrinseque provoquée par la tumeur elle-méme ou encore a une adénopathie
satellite (De Cicco, 2004). Elle peut étre, également, induite par d’autres phénoménes comme
I’hyperviscosité due au syndrome inflammatoire, la dysprotéinémie, la leucémie aigle ou le
syndrome myéloprolifératif. D’autres facteurs peuvent, également, étre a I’origine de la stase
veineuse comme I’immobilisation et I’alitement des patients a cause d’une asthénie profonde.

* L’altération endothéliale : I’endothélium vasculaire peut étre endommagé par la
chimiothérapie ou par des interventions chirurgicales, ou encore par la pose de cathéters
veineux. A I'échelle microscopique, les Iésions endothéliales peuvent étre provoquées par la
libération de cytokines et de molécules d'adhésion par les cellules tumorales, favorisant ainsi
un état prothrombotique.

* L hypercoagulabilité induite par le cancer : elle est orchestrée par des interactions
nombreuses et complexes a la fois. Elle est d'origine plurifactorielle. Certains facteurs sont

liés a la tumeur ; d'autres sont plutdt associés a I'némostase (Pavic et al, 2006).

La survenue d’une thrombose dans un contexte néoplasique peut étre, ainsi, expliquée
par I’accumulation de plusieurs particularités biologiques qui concernent essentiellement
(Elalamy et al, 2008) :

* le déséquilibre de la balance homéostatique de la coagulation ;

* la libération de facteurs procoagulants ;

*

le déséquilibre de la fibrinolyse ;

* la libération importante de cytokines pro-inflammatoires ;

* les interactions intercellulaires intenses (cellules tumorales, endothéliales, plaquettes,
monocytes. .) ;

* la progression tumorale via 1’angiogenése et la dissémination métastatique ;

* T’hypercoagulabilité iatrogene liée au traitement physique ou chimique antitumoral.
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Chapitre 3. Biologie du cancer - le microenvironnement tumoral

1. Généralités

Le microenvironnement tumoral est un terme utilisé pour désigner les éléments de la
tumeur a I’exclusion des cellules tumorales elles-mémes. En effet, la croissance de la tumeur
dépend de cette structure complexe dite aussi stroma tumoral. Le microenvironnement
tumoral comprend donc une composante cellulaire non-cancéreuse de la tumeur (cellules
endothéliales, fibroblastes et cellules inflammatoires), et la matrice extracellulaire (MEC)
composée essentiellement de médiateurs solubles de cet environnement (cytokines et facteurs
de croissance) et d’autres éléments acellulaires (carbohydrates et protéoglycanes) (Noél and
Foidart, 1998).

Le microenvironnement « normal » a un rdle suppresseur de tumeur, a l'inverse du
stroma tumoral qui est caractérisé par des propriétés pro-oncogéniques responsables de la
transformation des cellules non tumorales en cellules cancéreuses. Réciproquement, la
transformation cellulaire enclenche des modifications du microenvironnement.

Dans wune tumeur, les interactions entre les différents composants du
microenvironnement peuvent étre a I’origine, a la fois, de signaux biochimiques et de
contraintes structurelles pilotés par des facteurs de croissance, des cytokines et des molécules
d’adhésion. La progression tumorale est, par conséquent, basée sur des interactions

dynamiques entre cellules cancéreuses et cellules stromales (Mueller and Fusenig, 2004).

2. Composition du microenvironnement tumoral

Le microenvironnement est une structure complexe. Cette complexité concerne a la
fois sa composition et ses fonctions. La composante cellulaire du microenvironnement
comprend des cellules non inflammatoires (fibroblastes) et inflammatoires (Figure 4).

Le microenvironnement tumoral est, aussi, caracterisé par une MEC dont la
composition biochimique est différente d'une MEC « normale », et par une composante

cellulaire, qui bien que non transformée, est contrélée par les cellules tumorales.

2.1. La composante non inflammatoire

Les fibroblastes représentent la plus importante composante cellulaire du stroma. Ils
jouent un réle trés important dans la synthese de la MEC. lIs sont responsables de la sécrétion

de certains de ses éléments, comme le collagene de type I, 1l et V, la fibronectine (Tomasek et
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al, 2002). Ils sont également impliqués dans la synthése des membranes basales en secrétant
la laminine et le collagene 1V (Chang et al, 2002).

Dans un contexte physiologique, le stroma est caractérisé, généralement, pas un
nombre réduit de fibroblastes. Dans un contexte tumoral, le stroma comprend un nombre plus
important de fibroblastes dotés d’un taux de prolifération ¢levé et d’une capacité d’invasion
anormale. En effet, les fibroblastes tumoraux ont un phénotype différent puisqu’ils secrétent
I'alpha actine des muscles lisses (a-smooth muscle actin : a-SMA), de la vimentine, de la
desmine et de la FAP (fibroblast activated protein) (Garin-Chesa et al, 1990). lls portent le
nom de myofibroblastes et leur origine n’est pas encore claire. Certaines études suggerent que
les fibroblastes tumoraux dérivent des fibroblastes normaux, sous I’action des facteurs libérés
par les cellules tumorales. D’autres études supposent que les myofibroblastes proviennent des
cellules musculaires lisses, ou des péricytes ou encore des cellules tumorales impliquées dans

leur transition épithélio-mésenchymateuse (Rgnnov-Jessen et al, 1995).

A r Cellule souche tumorale
Fibroblastes associés au cancer —i'? -~ Celule cancéreuse
ol
Cellule endothéale — .
ft:: Cellules du sys-éme
immunitare
Péricyte Q.r.&p/) I

) Saa
& ¥ @@ i‘
© Cellules souches stromales
© | & Celules progénitrices [

Cellule tumonale invasive

Microenvironnement tumoral Microenvironnement tumoral  Microenvironnement tumoral
primaire invasif métastatique

Figure 4 : Composante cellulaire du microenvironnement tumoral (adaptée de (Hanahan and
Weinberg, 2011)).

A. Une tumeur solide est constituée d’un assemblage de types cellulaires distincts. Le parenchyme et le stroma
tumoraux comportent différents types et sous-types cellulaires différents impliqués dans la croissance et la
progression tumorale. B. Les différents microenvironnements tumoraux caractérisant le stade de la pathologie
cancéreuse. L’abondance, 1’organisation histologique, les caractéristiques phénotypiques des cellules stromales
et les propriétés de la matrice extracellulaire (fond hachuré), évoluent pendant la progression tumorale
(initiation, invasion, métastase).
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Ces fibroblastes tumoraux sont impliqués dans les processus d'invasion et de la
métastase. 1ls jouent un role clé dans la progression tumorale. Les facteurs pro-migratoires,
comme la tenascine C, sont fortement exprimés par les myofibroblastes. Ces fibroblastes
tumoraux secrétent également du VEGF (vascular endothelial growth factor), et sont par
conséquent, impliqués dans I'angiogenése et le recrutement des cellules endothéliales (Kalluri
and Zeisberg, 2006). D’autre part, les protéases — jouant un réle crucial dans le remaniement
de la matrice extracellulaire — peuvent étre sécrétées par les fibroblastes tumoraux (Simian et
al, 2001).

2.2. La composante inflammatoire

Une des caractéristiques les plus communes et persistantes du microenvironnement
tumoral est I’inflammation. Le lien entre cancer et inflammation a été décrit au milieu du dix-
neuviéme siécle (Balkwill and Mantovani, 2012). En 1863, Rudolph Virchow était le premier
a étudier cette association. Il détecta la présence de leucocytes dans des tissus néoplasiques et

suggera l'initiation éventuelle du cancer dans les sites d'inflammation chronique.

Depuis les observations de Virchow, un grand nombre d'études épidéemiologiques a
mis en évidence la capacité de l'inflammation et de I'infection a prédisposer a un changement
carcinogénique. Plusieurs études suggérent qu'environ 25% des cancers sont associés a une
inflammation chronique. L'inflammation chronique, a elle seule, peut étre a l'origine d'une
oncogenése. Cependant, il est plus fréquent que l'infection survienne en premier et déclenche

le processus d'inflammation (Morrison, 2012).

Les sages disent que " la majorité des choses dans la vie sont une arme a double
tranchant"”. Elles nous sont bénéfiques a une certaine dose ou sous une certaine condition, et

deviennent nuisibles a une autre dose ou condition.

Dans un contexte physiologique, l'inflammation constitue une réponse normale et
rapide a un dommage causé a l'organisme. Cette réponse peut étre, simplement, pyrogene
comme la fiévre. Elle est de courte durée et aboutit a des conséquences thérapeutiques.
Cependant, quand l'inflammation devient chronique ou dure longtemps, elle peut provoquer
un état pathologique. L'inflammation, peut donc constituer un important facteur de risque
dans l'apparition de la pathologie cancéreuse (Figure 5). L'inflammation chronique est
associée aux différentes étapes de la tumorigenése, incluant la transformation cellulaire, la
promotion, la survie, la prolifération, I'invasion, I'angiogenése et la métastase (Aggarwal et al,

2006). En effet, au cours d'une réponse inflammatoire active, le microenvironnement
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cellulaire devient hautement réactif et instable ; Cela est di aux effets combinés de diverses
especes réactives d'oxygeéne et de nitrogene, des cytokines, des chémokines, des eicosanoides,
des aldéhydes réactifs et des facteurs de croissance exprimés a un taux élevé. Le résultat de la
coopération de tous ces éléments est I'élimination du pathogéne et la réparation du dommage.
Tout dysfonctionnement ou échec dans le contréle de la réponse immune peut étre a l'origine
d'une inflammation chronique et la génération d'un microenvironnement favorable a
I'initiation et la progression tumorales. De plus, les composants du microenvironnement au
cours d'une réponse inflammatoire peuvent constituer des facteurs de risque d'instabilité

génétique et de mutations (Morrison, 2012).

Ainsi, l'inflammation constitue un facteur de risque de la maladie cancéreuse.
Toutefois, le cancer peut, également, faire appel aux systemes immunitaires et inflammatoires
pour assurer sa croissance et sa dissémination. Quelle que soit son origine, la tumeur et son
microenvironnement orchestrent plusieurs mécanismes et voies susceptibles de réguler et de

coordonner la réponse immunitaire/inflammatoire.

Stress

(Chemical, physical and Viruses

(HTLV1, HPV, HCV, HBV, EBV)

Environmental Pollutants
. Ci tt ke, Diesel
Co i e (Cigarette smoke, Diesel)

Bacteria
(e.g.: Helicobacter pylori)

Food factors
(Grill, fried, red meat)

N/

Reactive Oxygenspecies
Tumor necrosis factor-

alpha
Interleukin-1
Interleukin-6
Acute Inflammation Interleukin-8 Chronic Inflammation

Interleukin-18
Nuclear factor-xB
Hypoxia-inducible factor
Cyclooxygenase-2
5-Lipooxygenase

.

Tumor cell survival
Tumor cell
proliferation

.

.

* Innate Immunity
* Humoral Immunity
* Immune surveillance

L

Therapeutic Inflammation

Inducible nitric oxide-
synthase
Matrix metallo-
proteinase-9
Chemokines

et al, 2006).

Tumor cell invasion

Tumor cell

angiongenesis

* Tumor
chemoresistance

* Tumor radioresistance

!

Pathological Inflammation

.

Figure 5 : Différentes facettes de I'inflammation et son role dans la tumorigenéese (Aggarwal
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En effet, le microenvironnement tumoral renferme, a la fois, des composants de
I'immunité, dont le rble est de contrecarrer le processus tumoral et des cellules
immunosuppressives dont la fonction est de favoriser la croissance tumorale. Une réponse
immunitaire anti-tumorale efficace repose sur les lymphocytes (Thl, Tcl), les macrophages
de type 1, les cellules NK ou autres cellules. Mais le microenvironnement tumoral peut faire
face a une réponse immunitaire efficace a travers différents mécanismes illustres dans la

Figure 6 :

Influence des TAMs Influence des CAFs
MMps  Cytokines TGF@, MCP1, FGF, protéases
Cathepsine ( WA |
@
50 Tolérance
\ (&) VEGF ﬂbnnoqénm collagénes
® PD-L1
< el
¢ B7-H3
PD-L1 B
; Angiogénese
Inhibition de la cytotoxicité Immuno-suppression
des cellules NK . I\ . Fasl
‘ K‘ Recrutement de cellules immunitaires

Inhibition de la présentation k30 Chimiokines (CXCL5, CXCL9, CXL10,CCLS..)

des Ag tumoraux =3
/ J- TGFB ; .«';

® °
Polarisation M1 inhibée Inh:bllion des réponsesBet T
e o O
Cellule tumorale Macrophage pro-tumoral Macrophage anti-tumoral cellule B cellule T
S o @
Fibroblaste MDSC  celluleT, ~ Polynucléaire cellule NK
Matrice extra-cellulaire Cellule dendritique

Figure 6 : Mise en place d'un microenvironnement suppresseur (figure et 1égende d’aprés
Desbois et al, 2015).

Le microenvironnement favorise I'échappement tumoral a travers la régulation de I'angiogenése, la mise en place
de zones hypoxiques, la sécrétion de facteurs solubles et le recrutement de cellules immunosuppressives. Les
réponses des effecteurs de I'immunité présents au site tumoral sont supprimées, notamment I'activation et la
prolifération des lymphocytes B et T, la cytotoxicité des cellules NK, la présentation antigénique des cellules
dendritiques ou encore la polarisation M1 des macrophages. TAMs : macrophages associés aux tumeurs ; CAFs :
fibroblastes associés au cancer ; MMPs : metallo-protéases de la matrice ; Ag : antigéne ; MDSC : cellule
myéloide suppressive ; NK : natural killer.
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2.3. La matrice extracellulaire

La MEC a été longtemps considérée comme une structure inerte composée de bio-
macromolécules. Mais la MEC est loin d’étre une simple structure de soutien. En effet, elle
joue un role actif dans la modulation du comportement des cellules en activant des cascades
de signalisation ou en régulant les interactions et I'acces entre ses composants (Lanigan et al,
2007). A travers des mécanismes indirects et directs, la MEC régule le comportement
cellulaire et est indispensable pour la majorité des processus du développement

La MEC est composée de plusieurs €léments biochimiques caractérisés par leur
aptitude d'interagir entre eux, incluant des protéines, des glycoprotéines, des protéoglycanes et
des polysaccharides avec des propriétés physiques et chimiques différentes (Tableau 4)
(Frantz et al, 2010).

Composant Role

Collagéne Support structural / membrane basale

Elastine Elasticicté, plasticité

Fibronectine Migration, lien entre intégrines et collagene

Laminine Reésistance

Protéoglycane Hydratation tissulaire, rétention des facteurs de croissance
Acide hyaluronique Rétention hydrique, gel de remplissage de la matrice
Fibrine Interaction matrice-cellule

Fibuline Organisation supramoléculaire, migration

Tableau 4 : Principaux composants de la matrice extracellulaire et leurs fonctions (Frantz et
al, 2010).

La matrice extracellulaire est une structure dynamique qui est en équilibre permanent
entre la synthése de ses composants et leur dégradation par des enzymes spécialisées. La perte
de cet equilibre homéostatique entraine des aberrations au niveau de ses fonctions et conduit a
des pathologies, comme le cancer. Par exemple, les différents stades du remodelage des fibres
de collagene (TACS : Tumor-associated collagen signature) de la MEC corrélent avec la
progression tumorale et la dissémination métastatique (Figure 7). Dans un tissu normal et
quiescent, une isotropie et une allure en "boucles” des fibres de collagénes sont observées
(TACS-1). A un stade de prédisposition au cancer, les fibres sont lissées et arrangées
parallelement autour de la tumeur (TACS-2), caractérisant un tissu pré-invasif. Enfin, a un
stade TACS-3, l'épaississement, le lissage des fibres et I'alignement perpendiculaire par

rapport a la limite de la tumeur sont plus prononceés, caractérisant un stade métastatique. Les
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mémes phénomenes ont été observés dans le cas d'une MEC dérivant des fibroblastes
tumoraux (Malik et al, 2015).

Le microenvironnement tumoral est, également, caractérisé par une forte activité
protéolytique. Cette activité est assurée majoritairement par les métalloprotéases (Matrix
metalloproteinases : MMPs) (Wilson et al, 1999).

) _
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Figure 7 : Remodelage des fibres de collagéne de la MEC au cours de la tumorigenese (Malik
et al, 2015).

A. Diagrammes schématiques. B. Micrographes (Microscopie a balayage laser multi photonique) sur un modéle
de souris atteintes du cancer du sein. C. Images confocales, obtenues in vitro, de la MEC issue des fibroblastes
dans un cancer épidermoide murin.

2.4. Les Métalloprotéases et leur réle dans le processus tumoral

Les MMPs sont des enzymes dont 1’activité requiére un ion métallique, généralement
un atome de zinc. Elles doivent leur implication dans le processus tumoral a leur capacité de
dégrader et remodeler la MEC et la membrane basale. Les MMPs sont secrétées, a une forte
concentration au niveau de la zone invasive de la tumeur, par les cellules inflammatoires
périphériques a la tumeur, les fibroblastes et les cellules tumorales.

Les MMPs participent a toutes les phases du processus tumoral. En outre, les MMPs

peuvent avoir une activité pro-tumorale, comme elles peuvent assurer une activité anti-

INTRODUCTION

N
w




tumorale. On parle d’une dualité qui penche vers une activité plutét qu’une autre en fonction
du substrat clivé et de la cascade de réactions activées (Lopez-Otin and Matrisian, 2007 ;
Folgueras et al, 2004).

Cette dualité dans les fonctions des MMPs concerne le développement et la survie des
cellules cancéreuses, 1’angiogenése tumorale, la régulation de I’invasion cellulaire et la

réponse immunitaire au sein de la tumeur (Figure 8).
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Figure 8 : Fonctions des MMPs dans la progression tumorale (Egeblad and Werb, 2002).

Les métalloprotéinases possedent, a la fois, des fonctions pro-tumorales et anti-tumorales. Ces effets opposés
sont, parfois, le résultat d’une cascade initiée par le clivage du méme substrat.

* MMPs et développement tumoral :
Les MMPs peuvent favoriser la croissance des cellules tumorales par le clivage des
précurseurs de facteurs de croissance de la MEC comme 1’insuline-growth-factor-binding
protein (IGR-BP) et libérer I’'IGF, ou le Transformin-growth factor-a (TGF-a). Les MMPs
sont, aussi, capables de promouvoir indirectement la croissance des cellules tumorales, en

régulant les interactions entre les molécules de la MEC et les intégrines.
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L’activité des MMPs peut avoir un effet négatif sur la croissance cellulaire tumorale, en
libérant le TGF-B (transforming-growth factor) de son complexe latent, induisant, par

conséquent, I’apoptose.

* MMPs et survie des cellules tumorales :
Les MMPs régulent positivement la survie des cellules cancéreuses en libérant I’IGF ou en
dégradant le ligand FASL, une cytokine impliquée dans la mort cellulaire.
A Topposé de cette fonction, les MMPs participent a D’activation de 1’apoptose —
probablement en modifiant la composition de la MEC et en régulant indirectement les voies
de signalisation des intégrines.

* MMPs et angiogenese tumorale :
Les MMPs jouent un role dans la régulation positive de I’angiogen¢se en augmentant la
biodisponibilité des facteurs de croissance proangiogéniques comme le vascular endothelial
growth factor (VEGF), fibroblast growth factor-2 (FGF-2) et el TGF-B. Ces facteurs
stimulent la prolifération et la migration des cellules endothéliales. L’invasion des cellules
endothéliales est, également, améliorée par le clivage des composants structurels de la MEC
comme le collagéne de Type | (Col-I), IV (Col-1V) et la fibrine. Le Col-IV favorise
I’angiogenése en fixant 1’intégrine avP3. En ce qui concerne leur action angiostatique, les
MMPs sont capables de cliver le plasminogéne et le Col-XVIII, ce qui résulte en la génération
de facteurs anti-angiogéniques comme 1’endostatine et de 1’angiostatine, ou encore la
tumstatine, un fragment du Col-V. Aussi, ’hydrolyse de certains récepteurs comme
I’urokinase plasminogen activator receptor (uPAR), un facteur indispensable a 1’invasion

cellulaire, peut avoir une conséquence angiostatique.

* MMPs et invasion cellulaire :
Les MMPs régulent I’invasion cellulaire en dégradant les composants structurels de la MEC,
tout particulierement, la lamine-5 (Lam-5), ou en clivant certaines molécules d’adhésion
comme le CD44 ou la E-cadhérine (E-Cad).

* MMPs et différentiation des cellules tumorales :
L’epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) est la transformation des cellules cancéreuses
en des cellules mésenchymateuses ; ces dernieres etant caractérisées par un phénotype
tumoral plus agressif. Les MMPs jouent un rdle dans cette transition par le clivage des
molécules d’adhésion E-Cad ou la libération du TGF-p.
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* MMPs et réponse immunitaire :
Les MMPs peuvent aussi aider les cellules cancéreuses a contrecarrer une réponse
immunitaire. En effet, les MMPs, via le clivage du récepteur a de I’interleukine-2 (IL-2Ra),
ou la libération du TGF-B, inhibent la prolifération des lymphocytes T ou bloquent leur
fonction immunitaire contre les cellules cancéreuses. Les NK peuvent aussi étre influencées
par I’action des MMPs. Ces cellules tueuses peuvent étre recrutées par des inhibiteurs de
protéases a sérine, les al-proteinase inhibitor (al-Pl). Sous I’action des MMPs, ces
inhibiteurs sont clivés, ce qui diminue considérablement la sensibilité des cellules cancéreuses
aux cellules NK. Enfin, de nhombreuses chémokines (CC et CXC) peuvent étre hydrolysées
par les MMPs. Cela limite le recrutement des leucocytes par ces facteurs (Egeblad and Werb,
2002).

Ainsi, les MMPs constituent un élément clé des processus pro- et anti-tumoraux. Cette
dualité fonctionnelle est a I’origine des échecs cliniques des traitements anti-tumoraux par des

inhibiteurs synthétiques des MMPs.

2.5. Angiogenése tumorale

L’angiogenése est le processus qui permet le développement de nouveaux vaisseaux
sanguins a partir de vaisseaux préexistants (Risau and Flamme, 1995). Elle est essentielle a la
réparation ou a la prolifération tissulaire.

Dans un contexte physiologique, I'angiogenese constitue un processus ponctuel et
localisé qui repose sur l'action régulée de plusieurs acteurs cellulaires et moléculaires : la
régulation de l'angiogenése se base sur une balance équilibrée entre les facteurs pro- et anti-
angiogéniques, modulant ainsi la prolifération et la migration des cellules endothéliales et le
remodelage de la MEC.

Dans un contexte tumoral, les mécanismes de l'angiogenese sont détournés pour
assurer une vascularisation efficace de la tumeur afin d'entretenir la croissance tumorale. En
effet, au premier stade de la tumorigenése, la tumeur est avascularisée, créant autour d'elle
une zone d'hypoxie. La mise en place d'un réseau vasculaire devient, ensuite, indispensable

pour la croissance tumorale et la dissémination métastatique (Folkman, 1996).

Plusieurs mécanismes se mettent en route, tels que la libération de facteurs
angiogéniques, l'activation des cellules endothéliales, la sécrétion d'enzymes protéolytiques
pour la dégradation et le remodelage de la MEC et de la membrane basale, la prolifération et
la migration des cellules endothéliales et la neovascularisation. Il résulte de cette

néoangiogeneése une forte accumulation des facteurs de croissance qui favorisent la croissance
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tumorale (Holmgren et al, 1995). La néovascularisation permet, aussi, d'éliminer les cellules
mortes autour de la tumeur et de favoriser I'évasion des cellules tumorales de leur site initial et

donc la dissémination métastatique (Hashizume et al, 2000).

La diversité et la complexité du systéme angiogénique tumoral et son implication dans
la promotion et la croissance tumorales, la migration et la dissémination métastatique des
cellules cancéreuses, expliquent I'importance des stratégies anti-angiogéniques dans le

traitement de la pathologie cancéreuse (Ferrara and Kerbel, 2005).
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Chapitre 4. Biologie de la coagulation

L'hémostase est un systeme complexe qui se base sur divers phénomeénes
physiologiques dont le but est de maintenir la fluidité sanguine a l'intérieur des vaisseaux. Ces

mécanismes contribuent a I'arrét des hémorragies et a la prévention de thrombose.

L'hémostase repose sur l'action de différents acteurs cellulaires comme I'endothélium,
la paroi vasculaire, les plaquettes et les cellules sanguines circulantes et de divers éléments
plasmatiques protéiques. Classiquement, on peut distinguer, trois temps clés de la
coagulation, qui sont activés simultanément : I'némostase primaire, la coagulation au sens
propre et la fibrinolyse. Ces trois phases sont concomitantes et interdépendantes, méme si
elles sont différentes en durée et en intensité. L'importance de chacun de ces mécanismes
varie, également, en fonction de la localisation de la Iésion vasculaire (vaisseau artériel ou

veineux) et la taille du vaisseau.

1. Hémostase primaire

L'hémostase primaire est activée immédiatement aprés la formation d'une breche
vasculaire. Son role est de fermer la lésion et d'arréter le saignement par la formation d'un
caillot plaguettaire, dit « thrombus blanc »

Deés l'apparition d'une lésion vasculaire, le processus d'hémostase primaire se met en
place. La premiere réaction enclenchée est la vascularisation localisée et l'activation des
plaquettes. Cette réaction arréte les hémorragies, diminue le flux sanguin et modifie les
conditions hémodynamiques. L'exposition du sous-endothélium au facteur de von Willebrand
(von Willebrand factor : vVWF) induit le recrutement d'autres plaquettes. Les plaquettes
s'agregent et forment un microthrombus fragile (Reininger, 2008). Le microthrombus induit,
également, la dégranulation des plaquettes, entrainant la libération de leur contenu en
cytokines (VEGF, PDGF, IGF-1, TGF-B), le facteur de coagulation V, le facteur vwF et du
fibrinogéne (Harrison and Cramer, 1993). L'agrégation devient irréversible et le caillot se

solidifie, constituant ainsi le clou plaquettaire.

2. Lacoagulation

La coagulation proprement dite est la conséquence d'un enchainement de réactions
chimiques qui impliquent différents substrats et enzymes, aboutissant a la formation d'un

caillot de fibrine.
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L'enzyme clé permettant de transformer le fibrinogéne, une protéine soluble, en fibrine
soluble est la thrombine. Le processus de formation de la thrombine est complexe et fait appel
a différents facteurs de coagulation (de 1 a XIIl). Les facteurs de coagulation sont
majoritairement des protéines hépatiques synthétisés en zymogenes. lls sont présentés dans le
Tableau 5.

Le processus de coagulation s'appuie sur deux Vvoies :
* La voie extrinseque :

Le FT est un récepteur membranaire, enchassé dans la paroi vasculaire et exposé au
sang suite a une lésion vasculaire. Le FT active le facteur VIl pour former un complexe tenace
qui, a une concentration élevée, active le facteur X. En présence de phospholipides
membranaires et de calcium, le facteur Xa se lie a son tour au facteur Va pour former la
prothrombinase, enzyme nécessaire a la transformation de la prothrombine (I1) en thrombine
(l1a). La thrombine générée (lla) déclenche un rétrocontréle positif en activant les plaquettes
et les facteurs V, VIII et XI. La thrombine renforce I’agrégation plaquettaire au sein du caillot
par la liaison, a la surface des plaquettes, a son récepteur PAR-1 (protease-activated receptor
1) (Mackman et al, 2007).

La voie extrinseque est rapide et intervient précocement pour générer les premieres

molécules de thrombine (Dieri et al, 2008).
* La voie intrinséque :

Elle est enclenchée par I'activation du facteur XII suite au contact avec le collagéne.
L'activation du facteur XII entraine la transformation de la prékallicréine (PK) en kallicréine
(PKa). Une boucle d'auto-activation, entre la PKa et le facteur XII, se met en place. Enfin, une
cascade de réactions permettent la formation de la prothrombinase (facteur Xa-facteur Va) et
donc de la thrombine (Gailani and Renné, 2007).

La voie intrinseque est la plus longue, vue la faible concentration plasmatique
du facteur XII et le nombre de facteurs impliqués. Cela dit, elle constitue la voie

d'amplification de la coagulation (Figure 9).

La thrombine générée, par les deux voies, clive le fibrinogéne en libere la fibrine en
momnomeres. Le facteur Xllla stabilise les protofibrilles de fibrine par l'intermédiaire de

liaisons covalentes, formant ainsi un réseau solide autour des agrégats de plaquettes. Le
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processus de coagulation s'achéve quand la breche est fermée par un dép6t de plaquettes et de
fibrine.

Fibrine précurseur

Fibrinogéne | Facteur | Foie (plasma, plaquettes)

la, fibrine

. Sous- ..
Facteur 'I_'hrom_boplastlne endothélium Initiateur, cofacteur Actif
tissulaire FT tissulaire, cellules de V.I Ia_dans d'emblée
Facteur 111 . I'activation de IX et X
sanguines

Cofacteur de Xa dans
Facteur V Vv Proaccélérine Foie I'activation de la Va
prothrombine

(plasma, plaquettes)

Protéase zymogene

(plasma) Vila

Facteur VII* VIl Convertine Foie

Facteur anti- Protéase zymogene

- .
Facteur IX® X pemophiliqueB 0% (plasma)

Ixa

Plasma Protéase zymogene
Facteur XI XI thromboplastin  Foie (plasma) ymog Xla
antecedent P

Facteur Zymogeéne de
Facteur XI1I XII stabilisant de Foie transglutaminase Xllla
fibrine (plasma, plaquettes)

Tableau 5 : Principales caractéristiques des facteurs de coagulation. *Vitamine K-dépendant.
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Figure 9 : Modéle moderne de ’hémostase basé sur les cellules (adaptée de (De Caterina et al,
2013)).

3. Lafibrinolyse

Lorsque la cicatrisation prend la reléve pour réparer la Iésion vasculaire, le caillot de
fibrine se dissout progressivement. L'hydrolyse de la fibrine est assurée par la plasmine, une

sérine protéase hépatique secrétée en zymogene : le plasminogene.

Le plasminogéne est activée par deux protéases : la premiere est d'origine rénale et
porte le nom d'urokinase (u-PA) et la deuxiéme est d'origine endothéliale et est appelée
activateur du plasminogene (t-PA). En effet, la présence de fibrine entraine I'activation de la
pro urokinase en urokinase. L'u-PA s’active par la fixation du récepteur u-PAR (récepteur
membranaire et sites de fixation de la t-PA sur la fibrine). L’activation du t-PA se fait par son
substrat la plasmine, ce qui enclenche une forte boucle d'auto-activation (Lijnen, 2001)
(Figure 10). La plasmine générée dégrade la fibrine et libere des fragments trés hétérogénes

appelés produits de dégradation de la fibrine (PDF) comme les D-diméres.
La fibrinolyse est contrblée par différentes voies :

- Inhibition de la plasmine : lorsque la plasmine est en exces, elle est désactivée dans le
courant plasmatique par ses inhibiteurs, tels que 1'a2-antiplasmine et d'un degré moindre 1'a2-

microglobuline (Cesarman-Maus and Hajjar, 2005).

- Internalisation du complexe u-PA/u-PAR, par endocytose cadhérine dépendante. Cette voie

est enclenchée suite a la fixation du complexe par PAI-1 (plasminogen activator inhibitor-1).
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Cela résulte en la dégradation d’u-PA et le recyclage de son récepteur. PAI-2, produit de

I'épissage alternatif de PAI-1, joue le role d'inhibiteur, a la fois, de u-PA et t-PA.

- Inhibition par le TAFI (Thrombin activatable fibrinolysis inhibitor) : Il s'agit d'une
carboxypeptidase. Son activité est améliorée en présence de thrombomoduline (TM), un

peptidoglycane exprimé a la surface des endothéliums (Willemse and Hendriks, 2007).

— &

PA uPA

J<— Plasmin —»l

| — " wa < [

L I Plasminogen | J

—p Plasmin ——» Fibrinolysis

Figure 10 : Mécanismes moléculaires de la fibrinolyse (adaptée de (Cesarman-Maus and
Hajjar, 2005)).

Le plasminogéne est converti en sérine protéase activée, la plasmine, par I'action du tPA et de I’'uPA. Ces deux
activateurs sont secrétés, respectivement, par les cellules endothéliales et par les monocytes macrophages ou les
cellules endothéliales. Les blocs en rouge représentent les voies de régulation négative.

4. Inhibition de la fibrinoformation

L'inhibition de la fibrinoformation est un des mécanismes majeurs de la régulation

négative de la coagulation. Elle repose sur trois voies :

- Le Tissue factor pathway inhibitor (TFPI): module la réponse procoagulante
déclenchée par le FT. Le TFPI forme un complexe avec le facteur Xa, le FT et le facteur Vlla,
bloquant ainsi la voie extrinseque de la coagulation (Sandset, 1996).

- L’antithrombine (AT) : il s'agit d'une protéine hépatique de la famille des serpines.
Elle est capable de former un complexe avec la thrombine et les facteurs Vlla, IXa, Xa, Xla et

Xlla et les neutraliser d'une maniere irréversible (Levi et al, 2008).
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- Le systeme protéine C / récepteur endothélial de la protéine C : La protéeine C (PC) et
son récepteur endothélial (EPCR : Endothelial protein C receptor) sont au centre des
systemes anticoagulants. En effet, lorsqu’elle est en interaction avec la thrombomoduline, la
thrombine active un processus de rétro-inhibition et perd ses propriétés coagulantes suite a
des modifications conformationnelles. La thrombine perd méme son affinité pour les
plaquettes et le fibrinogene et devient un acteur principal dans [linhibition de la
fibrinoformation (Sadler, 1997). Le complexe thrombine-TM est responsable de I'activation
de la protéine C, une sérine protéase hépatique vitamine K dépendante. La protéine C activée
(PCA) est ainsi libérée. En présence de la protéine S, la PCA inactive le facteur Va et le
facteur Vllla par clivage protéolytique, inhibant par conséquent la génération de la thrombine
(Figure 11). Le réecepteur endothélial de la protéine C, exprimé au niveau des cellules
endothéliales, fixe le domaine Gla de la protéine C et facilite son activation par le complexe
thrombine-TM (Van de Wouwer et al, 2004).

En plus de son activité anticoagulante, la PC est également capable d'améliorer la
fibrinolyse en inactivant le PAI-1 secrété par les cellules endothéliales (Kobayashi et al,
1994).

Protein C activation APC
Anticoagulant
activity

InActivation
of fV, and fVIll,

\
AP

APOC

fV, and VIl

| protein
colactors

4 lipid ey
g cofactors sees

Cytoplasm Cytoplasm

Figure 11 : ROle de la protéine C et son récepteur dans I'inhibition de la fibrinoformation
(Griffin et al, 2007).

La thrombomoduline et la thrombine forme un complexe activant la protéine C fixée a son récepteur. La protéine
C activée (APC), en présence de la protéine S, inhibe les facteurs coagulants Va et Vllla.

5. Schéma récapitulatif de la régulation de la coagulation

Les différents mécanismes impliqués dans la régulation de la coagulation sont

récapitulés dans la Figure 12.
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Figure 12 : Schéma de la coagulation, la fibrinolyse et I'inhibition de la fibrinoformation.
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Chapitre 5. Biologie de I'association entre cancer et thrombose

Comme nous l'avons décrit précédemment, la forte incidence de la thrombose au cours
de la pathologie cancéreuse est liée aux differents éléments de la triade de Virchow : stase
veineuse, altération endothéliale et hypercoagulabilité induite par le cancer.

Dans cette section, nous allons détailler les principaux acteurs procoagulants liés au cancer et

leurs mécanismes d'action dans un contexte tumoral.

1. Facteur tissulaire, thrombine et acteurs de I'inflammation

Le facteur tissulaire est le principal initiateur physiologique de la coagulation. Il s'agit
d'une glycoprotéine transmembranaire, qui par son r6le de récepteur du facteur VII, active la
voie extrinséque de la coagulation. Le FT est synthétisé par les cellules musculaires lisses, les

cellules épithéliales, les fibroblastes, les monocytes activés et les cellules endothéliales 1ésées.

Plusieurs études montrent une corrélation positive entre le taux du FT et les cancers
associés a un risque thrombotique éleve, par rapport aux cancers avec un faible risque de
thrombose (Uno et al, 2007 ; White et al, 2007 ; Khorana et al, 2007). L'expression du FT
peut étre, entre autres, augmentée par certaines cytokines inflammatoires liées a la pathologie
cancéreuse comme I'IL-1B, le TNF-a (tumor necrosis factor-a) et le VEGF (Clauss et al,
1990 ; Ditman et al, 1990). Il a été, également, rapporté que I'lL-1 et le TNF-a peuvent
bloquer I'expression de la thrombomoduline et par conséquent entraver I'activation de la PC,

élément majeur de l'inhibition de la fibrinoformation (Dittman and Majerus, 1990).

Outre ses propriétés procoagulantes, le FT joue un rble dans I'angiogenese,
particulierement, dans les voies de signalisation intracellulaires au niveau des cellules
endothéliales. Le FT est donc impliqué dans la formation de néovaisseaux au cours de la
pathologie néoplasique (Ott et al, 1998). Le FT favorise aussi la dissémination métastatique

en activant le récepteur PAR-2 exprimé par les cellules cancéreuses (Even-Ram et al, 1998).

D'autre part, une forte expression du FT, dans le cancer, peut étre a I'origine d'une
importante génération de thrombine. La thrombine est une enzyme pivot de I'hémostase. Elle
est responsable de la formation de fibrine a partir du fibrinogéne, elle participe aussi a
I'activation plaquettaire et régule tout le systeme de la coagulation (par activation ou
rétrocontrble négatif). La génération accrue de thrombine dans le cancer est, non seulement

liee au taux d'expression elevé du FT, mais également aux cellules cancéreuses elles-mémes.
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Ces derniéres peuvent fournir des surfaces procoagulantes au complexe prothrombinase et

favoriser, davantage, la libération de thrombine (Sakai and Kisiel, 1990).

Cette augmentation de la formation de thrombine dans le cancer, peut également
induite par I'inflammation. En général et toujours dans un contexte tumoral, I'inflammation
peut étre aussi responsable de la génération excessive du facteur VIII, du vVWR, de
fibrinogene mais aussi de la résistance acquise a la PCA et par conséquent de I'apparition d'un
état d'hypercoagulabilité et d'événements thrombotiques (Viale, 2005).

L'implication de la thrombine dans le cancer peut prendre forme a plusieurs niveaux.
Par exemple, la thrombine est capable d'augmenter I'expression de la sélectine P par les
cellules endothéliales, ce qui favorise l'adhésion des plaquettes aux cellules cancéreuses et
endothéliales (Wahrenbrock et al, 2003). La thrombine est également impliquée dans la
croissance et la dissémination tumorale. En effet, la thrombine participe a la modulation de
I'angiogenése en contrélant I'expression de certains facteurs de croissance comme le VEGF,
ou en activant les récepteurs activés par les protéases (PAR) au niveau des cellules
endothéliales (Wahrenbrock et al, 2003). En activant des métalloprotéases, la thrombine joue,
aussi, un role dans I'augmentation de la permeéabilité vasculaire (Brooks et al, 1996). Son role
dans la dissémination métastatique se traduit, également, par I'activation des récepteurs PAR-
1 ou en favorisant I'adhésion des cellules cancéreuses aux cellules endothéliales et a la matrice
extracellulaire, via des molécules d'adhésion telles que la sélectine P, le CD 40-ligand ou
encore l'intégrine allb-B3 (Nierodzik et al, 1991 ; Nierodzik et al, 1992).

En outre, I'activation des récepteurs PAR-1 et PAR-2, respectivement par la thrombine
et le FT, entraine une augmentation de I'expression de PAI-1, bloquant ainsi l'activation du

plaminogene et par conséquent la fibrinolyse (McEachron et al, 2010).

Enfin, le déséquilibre de la balance fibrinolytique, dans un contexte tumoral, est aussi
provoqué par des cytokines pro-inflammatoires. Ces dernieres modifient I'expression de t-PA
(activateur de la fibrinolyse) ou celle de PAI-1 (van Hinsberg et al, 1990).

2. Microparticules

Les microparticules (MPs) ont été initialement décrites par Chargaff et West (Chargaff
and West, 1946) au milieu du 20éme siecle comme un « facteur précipitable », présent dans le
plasma et capable de promouvoir les processus de coagulation. En 1967, Wolf décrivit des

déchets de plaquettes dans le plasma et mit en évidence leur activité procoagulante (Wolf,
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1967). Cette observation a été le point de départ d'une augmentation exponentielle du nombre

d'études sur les MPs.

Les MPs sont des vésicules de nature hétérogene et de taille variant de 0.1 a Tum.
Elles sont libérées des membranes cellulaires en réponse a une activation des cellules ou a
leur apoptose. Elles ont une membrane phospholipidique intacte et exposent a leur surface des
protéines membranaires qui difféerent selon leur origine cellulaire (Tesse et al, 2006).
Classiquement, la détection des MPs se base sur leur taille, mais également sur la présence
des phosphatidylsérines, sous une forme externalisée, sur la membrane cellulaire. Les MPs
dérivent des cellules du sang et des cellules endothéliales ou encore des cellules cancéreuses.
Toutefois, les plaquettes activées constituent la plus importante source de MPs chez les
personnes non atteintes de maladie grave (Mooberry and Key, 2015). Une étude de recherche
suggere qu'une partie importante des MPs plaquettaires dérivent, directement, des

mégacaryocytes de la moelle osseuse (Flaumenhaft et al, 2009).

La formation et la libération des MPs, a partir de leurs cellules d'origine, survient suite
a une stimulation ou a une induction apoptotique. Leur sécrétion est considérée comme le
reflet d'une balance dynamique entre prolifération, stimulation et mort cellulaire. Leur
libération peut étre provoquée par des cytotoxines, endotoxines ou par des lésions oxydatives

ou encore par une forte contrainte de cisaillement (Mooberry and Key, 2015).

Exposant diverses protéines a leur surface, les MPs sont dotées de différentes
propriétés et peuvent étre impliquées dans différents mécanismes et processus. Ainsi, les MPs
peuvent jouer un réle dans la coagulation. Leur fonction procoagulante est liée,
essentiellement, a I'exposition vers I'extérieur des phosphatidylsérines et/ou du facteur
tissulaire. Les phosphatidylsérines associées aux MPs fournissent une surface catalytique aux
complexes enzymatiques procoagulants (Owens and Mackman, 2011). Une étude, ex vivo,
montre que les MPs issues des plaquettes présentent une activité procoagulante 50 a 100 fois
plus élevée que celle des plaquettes activées elles-mémes. Cela constitue un indice important

quant au potentiel thrombogénique des MPs (Sinauridze et al, 2007).

D'autre part, la présence de FT sur les MPs, des monocytes ou des cellules tumorales,
a été bien demontrée. En effet, les MPs exprimant ce facteur peuvent étre une source non
négligeable de FT circulant, chez les patients atteints d'un cancer. Une étude montre la
correlation positive entre la concentration plasmatique des MPs associées au FT et le risque

de survenue de thrombose chez des patients atteints du cancer du pancréas au stade
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métastatique (Khorana et al, 2008b). Les MPs peuvent, aussi, favoriser la coagulation
indépendamment du FT, puisqu'elles sont impliquées dans la promotion de la voie intrinséque
de la coagulation — en stimulant positivement le facteur XI ou le facteur XIlI. Cela dit, les

mécanismes par lesquels les MPs favorisent la voie intrinséque ne sont pas encore élucidés.

Enfin, le réle des MPs dans la progression tumorale est aussi lié & plusieurs autres
mécanismes, indépendant de la coagulation (Figure 13). En effet, les MPs peuvent étre a
I'origine de développement d'une résistance aux medicaments anti-tumoraux, a travers le
transfert de protéines de résistance comme la P-gp and la MRP-1. Les MPs améliorent, aussi,
le potentiel métastatique de la tumeur, en vehiculant des protéases, des micro ARNSs et des
protéines de type tyrosine kinase. La promotion de l'angiogenése par les MPs est liée a la
dissémination de certains éléments, comme la sphingomyéline et le VEGF. La survie et
I'évasion cellulaires de systeme immunitaire sont favorisés par le transfert de caspase 3, la
protéine LMP-1 et le ligand de Fas (Gong et al, 2015).

A. Résistance aux médicaments 5
B. Métastase

(= = = = =]
> U X% I A
= =)
2 .
7 f\ /
Chimio \
thérapeutiques ‘ -

/ \ D. Angiogenese

C. Survie cellulaire et évasion
de la surveillance immunitaire

Figure 13 : R6le des microparticules dans la progression tumorale (adaptée de (Gong et al,
2015)).

3. Synthese

Les mécanismes potentiels contribuant au profil thrombophile de la pathologie

cancéreuse sont d’origines diverses et complexes (Figure 14).
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D'une part, la majorité des partenaires cellulaires et plasmatiques de I'hémostase
interagissent et contribuent au phénotype procoagulant de la tumeur. Les acteurs du
compartiment vasculaire interviennent a tous les stades et dans tous les processus impliqués
dans l'initiation et la croissance tumorale, ainsi qu'a la dissémination métastatique. D'autre
part, la tumeur constitue le premier acteur responsable du détournement des mécanismes

physiologiques de la coagulation.
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Figure 14 : Interactions des cellules tumorales avec 1’hémostase participant a
I’hypercoagulabilité, I’angiogenése et la prolifération tumorale (Dargaud, 2012).

La relation entre hypercoagulabilité, inflammation, angiogenése tumorale et
tumorigenése fait appel a des connections et des interactions intriquées.

Dans cette section, nous avons détaillé brievement certains mécanismes procoagulants
et leur réle dans la pathologie cancéreuse. Le systeme de la protéine C et son récepteur
endothélial, ainsi que l'activation plaquettaire constituent des acteurs clé dans la balance
hémostase/cancer. Les deux chapitres suivants seront entierement consacrés a ces deux

systémes et a leur implication dans le processus tumoral.
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Chapitre 6. Protéine C et son récepteur endothélial

Le r6le anticoagulant de la protéine C et son récepteur endothélial a été étudié pendant
des décennies. La protéine C activée est capable d'initier des voies de signalisation cellulaire,
modulant ainsi divers processus comme la cytoprotection qui comprend les mécanismes anti-
apoptotique et anti-inflammatoire, ou encore la stabilisation de la barriere endothéliale. La
protéine C activée est, aussi, impliquée dans la régulation de la prolifération et la

différentiation cellulaire.

Dans ce chapitre, nous détaillons les principales propriétés de la protéine C et son
récepteur et leurs différentes fonctions, notamment leur implication dans la pathologie

cancéreuse.

1. Laprotéine C : gene et structure

La protéine C (PC), une protéine plasmatique vitamine K dépendante, a été purifiée
initialement par Stenflo en 1976 a partir du plasma bovin (Stenflo, 1976). Il s'agit d'une sérine
protéase hépatique codée par le gene humain PROC d'environ 11 kb, localisé sur le
chromosome 2 (2913-14), et comportant 9 exons.

La PCA est générée a partir de sa forme zymogeéne (PC), suite a son activation
protéolytique par la thrombine (Griffin et al, 2007).

La PC présente une seule chaine peptidique de 56 kDa (461 acides aminés). Sa
maturation résulte en son clivage en deux chaines, une légére et une lourde, les deux reliées
par un pont disulfure. En présence de vitamine K, la PC est aussi carboxylée au niveau de
certains résidus d'acide glutamique. Cela permet de confectionner son domaine Gla, un
domaine indispensable pour sa sécrétion et sa fonction biologique. En effet, le domaine Gla
est a l'origine de la capacité de la PC a se lier aux phospholipides chargés négativement, ainsi
gu'a son récepteur (Presto, et al, 2005). En revanche, son interaction avec son cofacteur, la

protéine S, est dépendante de ses deux domaines "EGF-like" (Figure 15).

2. Le récepteur endothelial de la protéine C
2.1. Propriétés structurales et biochimiques de la protéine

Le récepteur endothélial de la protéine C (EPCR) est une glycoprotéine

transmembranaire de type I synthétisée sous sa forme précurseur.
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La structure protéique de I'EPCR est composée de 238 acides aminés (AA),
comportant 17 AA qui constituent le peptide signal et 221 AA qui représentent la protéine
mature. La partie extracellulaire, de la protéine mature, correspond a la partie N-terminale. Sa
partie ancrée dans la membrane est composée de ses 17 AA C-terminaux. Les quatre sites de
N-glycosylation de la protéine participent a sa masse molaire (MM) puisque la MM
apparentée est de 46 kDa — lorsque la protéine est glycosylée — et de 28,5 kDa, aprés

déglycosylation (Fukudome and Esmon, 1994).

La structure tridimensionnelle de I'EPCR (Figure 16) présente une homologie de
séquence avec la famille des protéines CD1 du complexe majeur d'histocompatibilité (CMH),
tout particulierement le CD1d. Cette homologie a permis de déduire la structure en trois
dimensions de I'EPCR et aussi son implication dans les processus inflammatoire et

immunitaire (Oganesyan et al, 2002).

Indépendamment de son interaction avec la PC, I'EPCR est également capable de fixer
d'autres ligands comme le facteur X, la protéinase-3, le récepteur de I'antigéne du lymphocyte
T yd et la plasmodium falciparum erythrocyte membrane protein 1 (Mohan Rao et al, 2014).

Ca?* loop

Figure 15 : Structure tridimensionnelle de la protéine C (Griffin et al,2007).

Le site actif de la protéine est représentée en vers et la boucle de fixation du calcium est en bleue. Le domaine
Gla est impliqué dans la fixation aux phospholipides chargés négativement et a I’EPCR. Les domaines EGF 1 et
2 sont impliqués dans l'interaction avec la protéine S.
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Figure 16 : Structure tridimensionnelle de I'EPCR (Oganesyan et al, 2002).

Le ruban jaune représente I'EPCR soluble en interaction avec le domaine Gla de la PC (ruban vert) et une
molécule lipidique (sphéres centrales). L'EPCR est constitué de deux hélices o et huit feuillets B, qui créent une
cavité chargée de phospholipides. La fixation des ions calcium (sphéres en magenta) au domaine Gla de la PC,
expose la partie N-terminale de la boucle ®, qui en 1'absence de I'EPCR interagit avec les phospholipides au
niveau des surface membranaires.

2.2. Géne et régulation de I'expression

Le géne de I'EPCR, cloné en 1998, est localisé sur le chromosome 20 en position
g11.2. Il couvre une séquence de 6 kb et comporte quatre exons et trois introns. Le premier
exon code pour la région non codante en 5' (5' UTR : untranslated region) et le peptide signal.
La plus grande partie de son domaine extracellulaire est codée par les exons 2 et 3. Le
domaine transmembranaire, la courte queue intra-cytoplasmique et la région 3'UTR se situent
dans I'exon 4 (Fukudome and Esmon, 1995).

L'EPCR est exprimé, principalement, par l'endothélium des veines (veines cave
inférieure) et des artéres (aorte, arteres cardiaques et pulmonaire). Son expression est faible
dans les capillaires (capillaires de la paroi alvéolaire des poumons, peau, médullaire rénale,
glandes surrénales, nodules lymphoides et sinus medullaires) et dans certaines rares veinules
post-capillaires (Laszik et al, 1997 ; Fukudome et al, 1998 ; Ye et al, 1999).

L'expression préférentielle de I'EPCR au niveau de I'endothélium est liée a sa
régulation génétique. En effet, il a été démontré, chez un modele murin, qu'une partie du

promoteur du gene de I'EPCR réprime son expression au niveau de la microcirculation et que
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la delétion de cette partie alignait le taux d'expression du gene de I'EPCR dans la
microcirculation a celui des gros vaisseaux (Gu et al, 2000).

Une étude in vivo, montre que I'expression de I'EPCR est augmentée dans un contexte
inflammatoire. En effet, suite & une perfusion d'endotoxine chez le rat, le taux d'’ARN
messager est augmenté d'un facteur de trois et sa concentration plasmatique d'un facteur de
quatre. En cas de perfusion prealable des rats, par I'hirudine, cette augmentation est
supprimée. Ce méme phénomene est observé en cas d'addition du peptide agoniste de PAR-1,
récepteur de la thrombine. Ces résultats mettent en évidence l'interdépendance entre le taux
d’ARN messager de I'EPCR et la thrombine. En effet, le géne de I'EPCR renferme, dans sa

séquence promotrice, un élément de réponse a la thrombine (Gu et al, 2000).

2.3. Solubilisation de I'EPCR : mécanisme, propriétés et régulation genetique

Le mécanisme de la sécrétion de I'EPCR soluble (EPCRs) dans le plasma a été mis en
évidence et caractérisé en 2000 (Xu et al, 2000). La forme circulante de I'EPCR résulte de la
protéolyse constitutive de 'EPCR membranaire par une métalloprotéase, le TNF-a converting
enzyme/ ADAM 17 (TACE) (Qu et al, 2007). L'EPCRs de 42 kDa est capable de fixer ses
ligands naturels, notamment la PC et la PCA avec la méme affinité que 'EPCR membranaire.

Cela dit, en fixant la PC, I'EPCRs inhibe son activation par compétition avec I'EPCR
membranaire. Aussi, en séquestrant la PCA, I'EPCRs empéche ce ligand d'interagir avec les
surfaces membranaires négativement chargées et nécessaires au clivage des facteurs de
coagulation Va et Vllla. Ainsi, 'EPCRs, en bloquant l'activité anticoagulante de la PC, se
convertit en un facteur thrombogeénique (Kurosawa et al, 1997 ; Liaw et al, 2000 ; Regan et al,
1996).

Le clivage métalloprotéique n'est pas le seul mécanisme impliqué dans le clivage du
domaine membranaire de I'EPCR et sa libération dans le plasma, puisqu'il a été démontré que
I'EPCR pouvait aussi étre libéré sous l'action de la protéinase-3 (PR3) des polynucléaires
neutrophiles activés (Mohan Rao et al, 2014).

D'autre part, la regulation de l'affinité de I'EPCR aux métalloprotéases est liée a des
mécanismes d'épissage alternatif de son gene. En effet, le géne de I'EPCR présente 13
polymorphismes a un seul nucléotide (SNP : single nucleotide polymorphism), comme

schématisé dans la Figure 17.
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frequency
Al 048 C TTAC C A C C AC G A
A2 045 C TCGG T G T T AG AG
A3 007 G CCGA T G T T GG AG

Figure 17 : Structure du gene codant pour I'EPCR et ses haplotypes (Saposnik et al, 2004).

Les exons sont numérotés de 1 a 4. Les zones transcrites sont représentées en gris foncé. Les fleches noires
indiquent la localisation des 13 polymorphismes (SNP). Le tableau décrit les loci des SNP, localisés d’aprées la
séquence de référence GenBank AF106202.

Ces SNPs caractérisent 2 haplotypes majoritaires Al et A2 avec une fréquence
allélique respective de 0,48 et 0,45 et un troisieme haplotype A3 rare avec une fréquence
allélique de 0,07. L'haplotype A3 est caractérisé, essentiellement, par la substitution en
position 6936 d'une base d'Adénosine par une base de Guanosine (6936A/G). Cet SNP
entraine la substitution, en position 219 au niveau transmembranaire de la protéine, d'un
résidu sérine par une glycine. Cette modification augmenterait I'affinité de I'EPCR aux
métalloprotéases (Qu et al, 2006).

Saposnik et al (Saposnik et al, 2004) étaient les premiers a suggérer la forte
association entre I'haplotype A3 de I'EPCR et sa concentration plasmatique. Depuis, le
nombre d'études qui discutent la corrélation entre I'naplotype A3 de I'EPCR et l'incidence de

la maladie thromboembolique ne cesse d'augmenter.

C'est dans ce contexte que s'inscrivent nos travaux d'étude de la fréquence du génotype
6936AG et l'incidence de thrombose chez les patients atteints de leucémie aigué

myeéloblastique (Besbes et al, sous presse).

3. Fonctions du systeme PC/EPCR
3.1. Fonction anticoagulante

Comme nous 1’avons décrit précédemment, la fixation de la PC sur son récepteur
membranaire, EPCR, entraine une accélération d’un facteur de trois a cinq de la vitesse
d’activation de la PC par le couple thrombine-thrombomoduline. Cette accélération est
expliquée par une diminution de la Km (constante de Michaelis) qui passe de 869 nM — quand
I’activation de la PC se fait sur une membrane cellulaire exprimant seulement la
thrombomoduline (TM) — a 140 nM lorsque les cellules expriment a la fois la TM et I’EPCR
(Fukudome et al, 1998).
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L’activation de la PC est critique pour la régulation négative de la coagulation. En
effet, en présence de la protéine S, la PCA inactive les facteurs Va et Vllla, deux facteurs clé
responsables de I’amplification des réactions de coagulation — inhibant ainsi la formation de
la thrombine.

En plus de son role d’inhibiteur de la fibrinoformation, la PCA peut également
promouvoir la fibrinolyse en inactivant le PAI-1, favorisant ainsi la génération de plasmine
(Ikezoe, 2015).

La fonction anticoagulante du systeme PC/EPCR est illustrée dans la Figure 18.

Anticoagulation
FVa
FVilla
PAI-1
™
Serine protease domain
Lectin-like domain EGF-like domain
APC

Gla domain

EGF-like domain

\
O-glycosylation site-rich domain

Transmembrane domain

Cytoplasmic tail domain

Figure 18 : Fonction anticoagulante du systeme PC/EPCR (lkezoe, 2015).

TM : thrombomoduline; PC : protéine C; APC : PC active; EPCR : récepteur endothélial de la PC; PAI-1 :
plasminogen activator inhibitor-1; EGF : epidermal growth factor; Gla : acide gamma-carboxyglutamique.

3.2. Fonctions cytoprotectrice et anti-inflammatoire

Depuis quelques années, le statut de la PCA, en tant que facteur impliqué
exclusivement dans la coagulation, a changé pour intégrer d’autres fonctions comme la

fonction cytoprotectrice et anti-inflammatoire (Figure 19).

Diverses études de recherche et/ou cliniques rapportent des preuves quant a
I’implication de la PCA dans I’inflammation. Une étude, in vivo, montre que I’inhibition de la
fixation de la PC a son récepteur aggrave la réponse aux doses sublétales d’Escherichia coli
chez les babouins (Taylor et al, 2000). Une étude chez ’homme montre que I’administration

de PCA, dans le cadre d’essais cliniques, réduit la mortalité chez des patients atteints d’un
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sepsis sévere (Bernard et al, 2001). Ces résultats mettent, aussi, en évidence le réle
cytoprotecteur que joue le systeme PC/EPCR. Ce role est lié essentiellement a la régulation
négative de I’inflammation et de 1’apoptose. Il concerne également le maintien de 1’intégrité
de la barriere membranaire et se traduit particulierement par la régulation de la signalisation

cellulaire et 1’altération de génes impliqués dans ces deux processus (Joyce et al, 2001).

Plusieurs voies de signalisation sont initiées suite a l'activation du récepteur de la
thrombine PAR-1 par la PCA. En effet, la PC, liée a son récepteur endothélial, est capable
d’activer PAR-1, par protéolyse de son extrémité N-terminale. Le PAR-1 s’autoactive alors
par sa nouvelle extrémité, change de conformation et déclenche différentes voies de
signalisation. Les effets observes varient, ensuite, en fonction du type cellulaire et du tissu.
Ainsi, PAR-1 peut stimuler d’autres récepteurs, tels que le récepteur au sphingosine-1-
phosphate (S1P1), un récepteur a protéine G appartenant a la famille de génes de
différenciation endothéliale. La S1P1 active la phosphoinositide 3-kinase (PI3K) et la
mitogen-activated protein kinase (MAPK), dont la kinase ERK (extracellular-signal-
regulated kinase). Une cascade de réaction est enclenchée, aboutit a une meilleure stabilité du

cytosquelette intracellulaire et promeut I'angiogenese (Weiler, 2011).

D’autre part, la PCA est aussi capable de modifier le profil d’expression des génes de
protéines d’adhésion et ceux de I’inflammation; et ce, en modulant négativement les géenes
pro-inflammatoires et positivement des génes anti-inflammatoires. Par exemple, la PCA peut
étre a l'origine d'une diminution de I’expression du facteur de transcription NFkB. Cela
entraine une diminution de 1’expression des genes qu’il contrdle, et notamment une
diminution de la synthése de cytokines pro-inflammatoires telles que 1’'IL-6, 1’IL-8 et le
TNFa, ainsi qu’une inhibition de la synthése de molécules d’adhésion telles que ICAM-1,

VCAM-1 et la sélectine E (Okajima, 2004).

La PCA peut, également, induire des voies de signalisation par liaison directe a
d’autres récepteurs tels que les sous-unités B1/B3 des intégrines (effet anti-inflammatoire), le
récepteur de 1’apolipoprotéine E, ApoER2, (effet cytoprotecteur). En se fixant, au récepteur
hétérodimérique des intégrines CD11b/CD18, la PCA enclenche la voie de signalisation PAR-
1/S1P1. Cela résulte en la suppression de la réeponse inflammatoire induite par les

macrophages activés (lkezoe, 2015).

Indépendamment de PAR-1, la PCA peut neutraliser les complexes histone-ADN,
(appelés NET pour neutrophil extracellular trap), libérés suite a une réponse a une

inflammation et/ou une infection. La PCA est capable de contrecarrer ce mecanisme de deux
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manieres : par sa fonction antiapoptotique consécutive a sa fixation a I’EPCR et qui limite la
formation de NET ou par protéolyse des histones, limitant par conséquence I'effet cytotoxique

au niveau du site inflammatoire (Xu et al, 2009).

Endothelial barrier protection
Anti-inflammation

Cytoprotection

Figure 19 : Fonction cytoprotectrice et anti-inflammatoire du systeme PC/EPCR (adaptée de
(Ikezoe, 2015)).

3.3. Fonction anti-apoptotique

La protéolyse de PAR-1 par la PCA peut amorcer trois phénomenes impliqués dans
I’apoptose : la diminution de la dégradation de I’ADN, la réduction de I’activation de la
caspase 3 et le blocage de la translocation de la phosphatidylsérine vers I’extérieur de la
membrane cellulaire. La PCA est, également, capable d’induire des régulations post-
traductionnelles des génes de 1’apoptose — en modulant positivement le géne anti-apoptotique
Bcl-2 et négativement le gene pro-apoptotique Bax et le supresseur de tumeur p53 (Cheng et
al, 2003).

3.4. Systeme PC/EPCR et pathologies
3.4.1. Systéme PC/EPCR et thrombose

Le complexe PCA/EPCR joue un r6le crucial dans la coagulation. Tout défaut ou
perturbation, affectant la fonction anticoagulante de la PCA ou de I'EPCR, peut étre a l'origine

de diverses manifestations pathologiques, notamment I'augmentation du risque de thrombose.
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Ainsi, la résistance a la PCA constitue un facteur majeur d'hypercoagulabilité. On peut

distinguer :

* La résistance congénitale : elle est considérée comme la cause majeure de
thrombophilie héréditaire. Elle a été decouverte en 1993 par Dahlback suite a des
observations, in vitro, portant sur l'effet d'ajout de PCA aux plasmas de patients
thrombophiles, comparé a celui observé dans le plasma normal. En effet, Dahlbdck et ses
collegues ont remarqué que l'ajout de PCA ne retarde pas le temps de coagulation pour
certains patients a profil thrombophile par rapport a un plasma « normal ». Cette résistance a
la PCA a été, ensuite, expliquée par la détection d'une mutation au niveau du gene codant
pour le facteur V. Cette mutation se traduit par le remplacement d'une arginine en position
506 par une glutamine (FV Leiden). Cette substitution induit la suppression du premier site de
clivage au niveau du facteur V, et par conséquent la diminution de la vitesse de son hydrolyse
par la PCA. Le risque de survenue de thrombose est alors multiplié par sept chez les sujets
hétérozygotes et d'un facteur de 80 chez les sujets homozygotes (Dahlbéck et al, 1993 ;
Dahlbéack, 2008).

La résistance acquise est indépendante du facteur V Leiden. Elle est liée a la présence
d’anticorps antiphospholipides dirigés contre la prothrombine ou contre le co-facteur protéine
S (Nojima et al, 2002 ; Nojima et al, 2009).

En ce qui concerne I'EPCR, une insertion homozygote de 23 pb au niveau I’exon 3 du
gene d’EPCR a été identifiée comme étant a I'origine de l'expression d’un récepteur tronqué.
Cette mutation est associée a la survenue de MVTE, d’infarctus du myocarde et de septicémie

fatale chez I'hnomme (Biguzzi et al, 2001 ; Kendirli et al, 2007).

Aussi, une étude montre que 20% des patients, atteints du syndrome des
antiphospholipides, présentent un taux d'anticorps dirigés contre I'EPCR qui est supérieur a la
normale. Cela entraine une diminution du taux de PCA et se traduit par l'apparition de
maladies comme le lupus érythémateux ou la MVTE aux épisodes multiples (Lavigne-
Lissalde et al, 2005).

Un taux eleve des anticorps anti-EPCR est également associée au risque de thrombose
de placenta, conduisant a un avortement spontané chez la femme (Lavigne-Lissalde et al,
2005). Une autre étude suggere que les anticorps anti-EPCR synthétisés par le sujet malade,
constitue un facteur de risque d'infarctus du myocarde chez les jeunes femmes (Montes et al,
2005).
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Enfin, la forme circulante de 'EPCR (EPCRs) est associée, dans plusieurs études, a un
risque éleve de thrombose. Approximativement, 20% de la population générale présentent un
taux d'EPCRs compris entre 200 et 700 ng/mL, contre une concentration plasmatique normale
comprise entre 75 et 178 ng/mL. Ces variations de la concentration d'EPCRs dans le plasma
est sous controle génétique dans 50 a 80% des cas. La majorité des sujets, présentant un taux

élevé d'EPCRs, sont porteurs de I'haplotype A3 (Saposnik et al, 2004).

Egalement, un taux élevé d'EPCRs cause une perte des propriétés anti-inflammatoires
de la PCA (Figure 20). Cet effet est liée a deux mécanismes : la liaison aux neutropiles activés
diminuant leur disponibilité au niveau des surfaces endothéliales et le blocage des voies de
signalisation de PAR-1 modulées par la PCA (Gandrille, 2008).
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Figure 20 : Propriétés et effets de 'EPCRs (Gandrille, 2008).

3.4.2. Systeme PC/EPCR et cancer

Les premiéres études suggérant une corrélation entre la PCA et la pathologie
cancéreuse sont basées sur des observations cliniques portant sur la résistance a la PCA. La
fréquence du facteur V Leiden est comparable entre la population non cancéreuse et celle
atteinte de cancer. En revanche, les patients cancéreux semblent avoir une prédisposition a

développer une résistance acquise a la PCA (Green et al, 1997 ; Haim et al, 2001).

Le r6le du systeme PC/EPCR dans la pathologie cancéreuse est complexe. La capacité
de I'EPCR de promouvoir la géenération de PCA, limitant la formation de thrombine, devrait

avoir un effet préventif de la croissance tumorale. Aussi, par son effet cytoprotecteur et son
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implication dans le maintien de la barriére vasculaire, le systtme PC/EPCR peut limiter

I'extravasation cellulaire et la dissémination métastatique.

Une étude sur un modele de souris transgéniques avec une tumeur métastatique et
surexprimant I’EPCR, révéle une diminution significative des meétastases au niveau des
poumons et du foie ; et ce, par rapport au phénotype sauvage exprimant un taux normal
d’EPCR. Une diminution similaire des métastases est observée quand les souris transgéniques
sont traitées avec la PCA (Bezuhly et al, 2009).

A I’opposé de ces résultats, ’EPCR semble promouvoir la métastase dans le cancer du
poumon. En effet, I’extinction du géne de ’EPCR ou le blocage de ses interactions avec la
PCA réduit Dinfiltration des cellules cancéreuses dans 1’organe cible, diminuant ainsi

’activité prométastatique de la tumeur (Anton et al, 2012).

Il semble que les effets attribués a I'EPCR exprimé par I'endothélium de I'h6te sont a
I'opposé de ceux induits par I'EPCR exprimé par les cellules tumorales. L'EPCR, exprimé par
les cellules cancéreuses, est capable de majorer le potentiel métastatique de ces cellules
(Figure 21). En effet, dans le compartiment tumoral, les voies de signalisation régulées par la
PCA et son récepteur promeuvent la survie des cellules cancereuses, favorisent 1’angiogenése
et inhibent I’apoptose de ces cellules. Le systtme PC/EPCR favorise, aussi la migration et
I'invasion des cellules tumorales (Mohan Rao et al, 2014). Dans notre équipe, hous mettons en
évidence la forte association entre I’expression de I’EPCR par les cellules cancereuses
ovariennes, ’effet de la PCA, et le potentiel migratoire et métastatique de ces cellules
(Althawadi et al, 2015).

Dans ce contexte, une étude, in vivo, sur des souris auxquelles ont été injectées des
cellules du cancer du sein surexprimant 'EPCR (EPCR"), révéle un fort potentiel de
croissance tumorale chez ces souris, a un stade initial de la progression cancéreuse.
Curieusement, a la fin du traitement, le volume de la masse tumorale induite chez ces souris
était a 30% plus faible que celui detecté chez des souris traitées par injection de cellules
cancéreuses caractérisées par une faible expression d’EPCR. L’analyse des tumeurs montre
une réduction significative de I’infiltration des macrophages et de 1’angiogenese dans les
cellules cancéreuses (EPCR™), ce qui pourrait expliquer la diminution de la croissance

tumorale a un stade avancé (Keshava et al, 2013).

En revanche, dans les mésothéliomes pleuraux malins (MPM), I'EPCR est doté d'un

effet suppresseur de la croissance tumorale par la promotion de I'apoptose cellulaire et/ou en
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inhibant la prolifération cellulaires tumorale. Cela dit, le rle joué par I'EPCR dans les MPM
n'est pas encore connu. La présence de récepteurs spécifiques au niveau des MPM ou dans le

microenvironnement pleural constitue une hypothése a explorer (Keshava et al, 2013).

Le r6le de la forme circulante de I'EPCR dans la pathologie cancéreuse est mis en
évidence par un nombre réduit d’études (Heng et al, 2013). Dans notre équipe, nous
démontrons que I'EPCRs peut constituer un biomarqueur dans le cancer ovarien (Ducros et al,
2012). Aussi, nos travaux révelent I'effet prépondérant, du complexe plasmatique PCA et
EPCRs, sur la modulation de la réponse immunitaire dans le cancer de I'ovaire (Azzazene et
al, 2013).
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Figure 21 : Effets multiples de I'EPCR dans le cancer (Mohan Rao et al, 2014).
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Chapitre 7. Thrombopoiétine et plaquettes

En cas de Iésion vasculaire, les plaquettes constituent le premier acteur cellulaire du
systéeme hémostatique a arriver sur le site de la plaie. Elles s'agregent et forment un thrombus

blanc pour fermer la breche et stopper I'nemorragie.

En outre, le r6le des plaquettes, dans la croissance tumorale, la métastase et la
thrombose, est bien établi.

Dans ce chapitre, nous résumons les propriétés et le réle de la thrombopoiétine, la
principale cytokine régulatrice de la production de plaquettes. Nous examinons, aussi, les
principaux aspects d'implication de la thrombopoiétine et des plaquettes dans le processus

tumoral.

1. Lathrombopoiétine
1.1. Géne et structure protéique

Le terme thrombopoiétine (TPO) a été utilisé pour, la premiere fois, en 1958 pour
décrire un régulateur hormonal présent dans le plasma thrombocytopénique (Kelemen et al,
1958). A partir de cette description, plusieurs groupes de recherche se sont intéressés a
l'isolation et la purification de la TPO a partir de plasma, de sérum et d'autres sources

physiologiques.

La découverte et la caractérisation du virus murin de leucémie myeéloproliférative
(MPLV), chez des souris infectées, ont apporté une réelle perspective de recherche sur la TPO
(Wendling et al, 1986). L'oncogéne viral en question (V.mpl ou Mpl) fit cloné en 1990 et le
protogene (c-mpl ou Mpl) deux ans plus tard (Souyri et al, 1990 ; Vignon et al, 1992). En se
basant sur la structure du c-mpl, il était évident que le géne identifié codait pour un récepteur
de cytokine hématopoiétique. Ce groupe de cytokines comprend, entre autres,
I'érythropoiétine (EPO) et l'interleukine-3 (IL-3) (Cosman, 1993). C'est en examinant le profil
protéique de la lignée cellulaire bipotente érythroide et mégacaryocytaire (HEL) — a partir de
laquelle le c-mpl fit identifié — que la TPO a été finalement proposee comme ligand de ce

récepteur (Hitchcock and Kaushansky, 2014).

Le géne de la TPO a été ensuite cloné et la séquence d'acides aminés caractérisée
(Bartley et al, 1994 ; de Sauvage et al,(1994). Le géne humain de la TPO est localisé sur le
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chromosome 3927, s'étend sur 6,2 kb et comporte cing introns et six exons ( Ogami, 1996 ;
Sasaki et al, 1999). Ce géne code pour une protéine précurseur de 30 kDa et d'une séquence

de 353 acides aminés. La protéine mature (332 AA) comprend deux domaines :

* Un domaine amino-terminal : il est compose de 154 résidus, présente une homologie de

structure & I'EPO et capable de se fixer au récepteur c-Mpl .

* Le domaine carboxy-terminal : il est unique dans sa structure et est dépourvu d'activité
enzymatique. Cependant, il joue un role dans le prolongation de la demi vie de la TPO
circulante et sert aussi de protéine chaperon intermoléculaire, aidant au repliement du

polypeptide et la formation de la cytokine mature (Hitchcock and Kaushansky, 2014).

La TPO est secrétée, majoritairement, par le foie, les poumons et la moelle osseuse.
Mais l'expression du gene de la TPO a été, également, mis en évidence dans la rate, les

testicules, les ovaires et le systéme nerveux (Marcucci and Romano, 2008).

1.2. Régulation de I'expression du gene et du taux de la thrombopoiétine

Le géne de la TPO présente une région non codante en 5 atypique (5'UTR).
Contrairement a la majorité des genes, la traduction de la TPO ne se fait pas au premier codon
ATG de I'ARN messager mais au huitieme ATG (troisieme exon). Ce huitiéme codon est
enchéssé dans le court cadre de lecture du septieme codon. Cela rend le taux de traduction a
partir du huitieme codon peu efficace. Ainsi, dans des conditions physiologiques, la TPO est
secrétée en petite quantité, quel que soit son taux d'’ARN messager (Hitchcock and
Kaushansky, 2014).

Chez des patients atteints de thrombocytémie essentielle héréditaire, des mutations au
niveau du géne de la TPO sont détectées. Ces mutations augmentent l'efficacité de la
traduction de I'normone et constituent un facteur de risque de thrombocytose (Wiestner et al,
1998). Indépendamment de sa régulation génétique, la concentration plasmatique de la TPO
peut varier en fonction de la capacite des plaquettes de I'absorber, I'internaliser et la détruire.
Ainsi, chez les patients atteins de thrombocytose, le faible taux de TPO pourrait étre explique
par la forte métabolisation de I'normone par les plaquettes. D'autres mécanismes peuvent
réguler I'expression de la TPO, notamment certains contextes inflammatoires via une

régulation médiée par I'lL-6 (Hitchcock and Kaushansky, 2014).
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Enfin, la transcription et I'expression du gene de la TPO peuvent étre augmentées par
I'acide tout-trans-rétinoique (ATRA). Cela renforce I'nypothese d'une possible induction de la

sécrétion de la TPO par des stimuli exogénes et/ou inflammatoires.

1.3. Thrombopoiétine et isoformes

Le géne de la TPO présente un site d'épissage alternatif au niveau de son sixieme
exon. Six variants d'épissage sont identifiés et validés par plusieurs études, caractérisant six

principales isoformes de la protéine (Figure 22).
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Figure 22 : Illustration schématique du géne humain de la thrombopoiétine (Sasaki et al,
1999 ; Marcurri et al, 2008).

Structure du géne de l'intron 4 (14) a I'exon 6 (E6) et différentes isoformes.

Deux autres variants ont été également identifiés : le variant TPO AEx2, dépourvu de
I'Exon 2 et le variant TPO+85, résultant de Il'activation d'un site accepteur d'épissage en

extrémité 3' de I'intron 2 (Marcucci et al, 2007).

L'épissage alternatif de I'ARN messager de la TPO, a l'origine de la synthése de
plusieurs isoformes, semble étre impliqué dans la modulation de divers fonctions biologiques,

en plus de la fonction principale qui est la thrombopoiése (Tableau 6).
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Variant d'epissage Organe exprimant la TPO  Taux de sécrétion Fonctions
TPO1 foie, rein, muscle squeletique, Secrétée Activité
plancenta, rate, testiticules, proliférative
ovaires, poumon feetal,
moelle osseuse,

cerveau,

Inhibition de

I'apopotose

mégacaryocytaire

Activité
lignées de cellules de proapoptotique
carcinome Inhibition de la

différentiation

neuronale induite
par le NGF et la
signalisation par

ERK

Pas d'activité
lignées cellulaires de proliférative
carcinome, faiblement Régulation

TPO 2,3,4,5,6 foie, rein, cerveau secretee négative?
Secrétée Pas d'activité
lignées cellulaires de proliférative
carcinome, Régulation
TPO AEx2 foie, rein, cerveau négative?

Pas d'activité
lignées cellulaires de proliférative
carcinome, Régulation

TPO + 85 foie, rein, cerveau ? négative?

Tableau 6 : Expression et fonctions des principales isoformes de la thrombopoiétine
(Marcucci and Romano, 2008).

2. Régulation de la mégacaryocytopoiése et la production de plaguettes

Plusieurs études, in vitro, suggerent que la TPO intervient dans les différents stades de
la mégacaryocytopoiese. Elle n'est pas, seulement, impliquée dans la différentiation des
mégacaryocytes, mais aussi, dans la prolifération des cellules progénitrices. Elle agit comme
agent stimulant les colonies de mégacaryocytes aux stades précoces de mégacaryocytopoiese
et elle joue un rdle crucial dans la différentiation et la maturation des mégacaryocytes, en une
batterie de cellules polyploides capables de produire les plagquettes (Hitchcock and
Kaushansky, 2014).

D'un point de vue mecanistique, la phosphorylation du résidu tyrosine au niveau du c-
MPL et d'autres protéines associées, est primordiale pour enclencher I'action de la cytokine

hématopoiétique (Satoh et al, 1992). Cependant, comme le c-MPL est dépourvu d'activité
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kinase intrinséque, il recrute les kinases indispensables a la transduction des signaux induits
par la TPO (Hitchcock and Kaushansky, 2014)..

Ainsi, suite a la fixation de la TPO a son récepteur, la kinase JAK2 est recruté par le c-
MPL. Une cascade de réactions est enclenchée et résulte en I'augmentation du nombre de
mégacaryocytes et leur ploidie, la maturation cytoplasmique et la libération des plaquettes par
fragmentation transendothéliale cytoplasmique (Gewirtz, 1995).

Mogakaryocyte
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JAK ﬂi

STAT
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Figure 23 : Boucle de régulation thrombopoiétine/plaquettes (Kile, 2015).

Régulation de la production des plaquettes par la thrombopoiétine et rétro-régulation de la sécrétion de la TPO
par les plaquettes désialylés. A un stade avancé de leur vie, les plaquettes circulantes perdent leur acide
salicylique au niveau de leur surface et sont reconnues, fixées et absorbées par les récepteurs Ashwell-Morell
(AMR) dans les hépatocytes. Cela stimule la voie de signalisation JAK-STAT et induit une régulation
subséquente positive de I'expression de I'ARN message de la TPO.

Les plaquettes expriment le c-MPL et toute la machinerie nécessaire a l'action de la
TPO : JAK2, STAT3, STAT5, AKT et Ras (Hitchcock and Kaushansky, 2014). Les
plaquettes désialylées a un stade avancé de leur vie, seraient, en outre, capables d'induire un
mécanisme de rétro régulation de la sécrétion de la TPO dans le foie, comme illustré dans la
Figure 23 (Kile, 2015).

Enfin, le c-MPL est capable de recruter d'autres familles de kinases comme la famille
MAPK. Une fois liée a son récepteur, la TPO stimule la phosphorylation des MAP Kinases au
niveau de leurs résidus tyrosine, ce qui déclenche l'activation de la voie de signalisation
pilotée par les MAP Kinases. Plusieurs études suggéere l'implication de cette famille de
kinases, une fois activée, dans la différentiation des mégacaryocytes (Rouyez et al, 1997,
Rojnuckarin et al, 1999).
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3. Role de la thrombopoiétine et des plaquettes dans le cancer et la thrombose

Dans des conditions physiologiques, la TPO est majoritairement produite par le foie.
Cela dit, une étude, in vitro, montre que certaines lignées cellulaires, issues de carcinome
humain, sont aussi capables de sécréter la TPO (Sasaki et al, 1999). Une étude clinique met
en évidence, par une méthode d'immunohistochimie, la présence de la TPO dans les cellules
de carcinome ovarien chez une patiente (Furuhashi et al, 1999). Une autre étude suggére que
le taux de TPO, dans le plasma, peut constituer un marqueur de la pathologie cancéreuse
ovarienne. Cela dit, les résultats de dosage des plaquettes chez la population malade étudiée
ne corrélaient pas avec le taux de TPO plasmatique (Tsukishiro et al, 2008).

D'un point de vue mécanistique, et indépendamment de son rdle dans la
mégacaryocytopoiese, la TPO peut jouer un rdle dans I'adhésion plaquettaire. En effet, méme
a faibles concentrations, la TPO accélére I'adhésion des plaquettes au facteur VWF et prévient
méme leur détachement a une forte concentration. La TPO pourrait, donc, jouer un role dans
la coagulation (Van Os et al, 2003). Aussi, des mutations dans le gene du récepteur c-MPL et
celui de JAK2 (V617F) sont reportées comme eétant impliquées dans les néoplasmes

myeéloprolifératifs (Kilpivaara and Levine, 2008).

Les résultats concernant l'implication directe de la TPO dans le cancer et/ou la
coagulation sont relativement élusifs et les mécanismes par lesquelles cette cytokine est

régulée et/ou peut agir dans ce contexte sont mal connus.

Nous sommes les premiers a mettre en évidence et de caractériser, in vitro et in vivo,
I'expression du gene de la TPO par des cellules issues de carcinome ovarien humain. Nous
montrons, aussi, I'effet de la PCA, sur I'induction de la production de la TPO ovarienne. Nous
vérifions, également, le maintien de la fonction biologique de la cytokine ovarienne,
suggerant ainsi, le réle potentiel que pourrait avoir la TPO non hépatique dans le processus
tumoral d'une part, et dans d'autres voies de signalisation activées par la PCA d'autre part

(Besbes et al, article soumis).

En revanche, le réle des plaquettes et les mécanismes par lesquelles elles agissent dans
la pathologie cancéreuse, notamment dans la métastasogenéese est bien établi (Gupta and
Massagué, 2004). L'implication des plaquettes dans la dissémination tumorale est mise en
évidence grace a des modeles animaux. Ces expérimentations révelent I'expression des
récepteurs de la thrombine de type PAR-4, par les plaquettes (Camerer et al, 2004). De plus,
I'agrégation des plaquettes se base sur l'interaction des récepteurs plaquettaires GPIIb-I1la qui
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se lient au fibrinogéne. Les monomeres de fibrine étant capables de se lier aux molécules
CD54 (ICAM 1), favorisent l'agrégation plaquettaire au niveau des cellules tumorales. La
masse incluant la fibrine et les agrégats plaquettaire permet, entre autres, de protéger les
cellules tumorales de I'action destructive des cellules NK, favorisant ainsi la dissémination

métastatique (Palumbo and Degen, 2007).

Enfin, comme décrit dans une section précédente, les microparticules sont, en grande
partie, d'origine plaquettaire. Leur implication dans I'nypercoagulabilité et dans la progression

tumorale constituent une évidence (Morel et al, 2008 ; Gong et al, 2015).
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'OBJECTIFS

Le développement de thérapies ciblées constitue le principal objectif des travaux de
recherche sur le cancer. Dans le but d’une meilleure compréhension et d’une maitrise des
différentes composantes du processus tumoral, ces études de recherche inspectent a la loupe
tous les mécanismes impliqués dans cette pathologie. Ainsi, le travail présenté ici, s’inscrit

dans cette perspective.

La tumorigenése est un processus cellulaire et moléculaire complexe. Il ne s’agit pas
d’une simple transition d’un phénotype « normal » & un phénotype « malin ». L’acquisition du
phénotype tumoral est certes la conséquence de I’accumulation d’altérations génétiques et
épigénétiques — et la compréhension du réle des oncogénes et des genes suppresseurs dans
I’oncogenése est incontestablement primordiale. Cela dit, depuis quelques décennies, les
approches d’étude de la biologie tumorale se sont bien développées et évoluées vers un
concept plus complexe, celui de I’analyse des interactions hétérotypiques, régissant le

microenvironnement tumoral.

Ce microenvironnement, appelé aussi stroma tumoral, est en communication étroite
avec les cellules cancéreuses. Ces dernieres agissent sur leur microenvironnement pour
détourner ses composantes a leur profit. Le stroma réactif résultant conditionne la croissance

des cellules tumorales et régule leur potentiel métastatique.

En outre, ces interactions peuvent déstabiliser la balance hémostatique et aussi
perturber 1’homéostasie de la coagulation. En effet, la pathologie cancéreuse constitue un
véritable modéle d’hypercoagulabilité acquise. Cette association entre cancer et eétat
prothrombotique repose sur des connexions complexes entre cancer, inflammation et

hémostase.

L’hypercoagulabilité conduit a la génération exacerbée de fibrine, encastrant la
tumeur. L’échappement des cellules tumorales et leur dissémination métastatique sont
étroitement liés a leur capacité a remodeler, par hydrolyse, la matrice extracellulaire de la
tumeur. Méme si la fibrinolyse constitue un mécanisme majeur dans le remaniement
matriciel, curieusement, le processus d’inhibition de la formation de cette matrice reste peu

étudie.
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Le systeme PC et EPCR joue un réle crucial dans I'inhibition de la fibrinoformation.
Ce complexe est aussi connu pour sa capacité de moduler le processus inflammatoire et
apoptotique des cellules. Le systeme PC et EPCR peut, donc, jouer un role crucial dans le
développement tumoral et la dissémination métastatique. Aussi, ’EPCR sous sa forme libre,
en séquestrant la PCA et ’empéchant d’exercer sa fonction anticoagulante, promeut le dépot
de fibrine péri-tumoral. L’EPCRs constituerait, par conséquent, un ¢lément clé de

I’hypercoagulabilté associée au cancer.

Le systeme PC et EPCR peut également induire directement des effets pléiotropes, aux
différentes propriétés. Il est aussi impliqué dans diverses cascades de signalisation et
différents processus biologiques.

Les objectifs de ce travail étaient :

- d’¢évaluer la pertinence du polymorphisme nucléotidique A/G en position 6936 du
gene d’EPCR, en tant que biomarqueur de la thrombose chez des patients atteints
d’hémopathies malignes.

- d’analyser I’effet modulateur de la PCA sur la sécrétion de la thrombopoiétine, une
cytokine clé dans la régulation de la production des plaquettes, notamment dans le
cancer de ’ovaire

- de caractériser la thrombopoiétine d’origine ovarienne, sur le plan génétique, post-
transcriptionnel et fonctionnel.

- De détecter ’EPCR dans des lignées néoplasiques, ainsi que chez des patients atteints
de cancer et juger sa validité en tant que marqueur de la pathologie cancéreuse.

- De Vérifier les fonctions du systéeme PC/EPCR, dans le cancer de 1’ovaire, notamment
dans la régulation de la réponse immunitaire tumorale et la promotion de la

dissémination métastatique.
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ORGANISATION DE L'OUVRAGE

Le présent ouvrage est divisé comme suit :

Les articles en premier-auteur sont présentés dans les deux premiers volets :

*Le polymorphisme nucléotidique en 6936A/G comme biomarqueur possible du risque
thrombotique chez les patients atteints de leucémie aigué myéloblastique.

*Production d’une thrombopoiétine fonctionnelle par une lignée cellulaire de
d’adénocarcinome ovarien.

Les articles, de collaboration, portant sur la méme principale thématique de recherche
de ce travail, sont présentés selon 1’ordre chronologique de leur publication :

*Le récepteur endothélial de la protéine C exprimé par les cellules du cancer de I’ovaire
en tant que biomarqueur possible du début de la pathologie cancéreuse

*Le récepteur plasmatique endothélial de la protéine C influence la réponse
immunitaire innée dans le cancer de I'ovaire en diminuant la population de cellules
tueuses naturelles (NK) et les cellules auxiliaires TH17.

*La protéine C activée promeut la migration des cellules de cancer de I'ovaire et limite
la coagulabilité dans le microenvironnement tumoral.

En annexes, trois publications sont présentées :

*Stratégies ciblant les protéines d'apoptose pour améliorer la thérapie de la leucémie
lymphoide chronique.

*Nouvelle dimension dans le ciblage thérapeutique de la famille des protéines BCL-2.

*Premiers ""BH3 mimectics' ciblant MCL-1 comme thérapeutiques potentiels pour viser
les traitements du cancer.
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‘ MATERIELS ET METHODES

Les méthodes utilisées sont détaillées dans les sections « Materials and methods » des

articles insérés ci-apres.

Dans cette section, nous rappelons brievement le principe et les étapes de chaque

technique.

1. Culture cellulaire
1.1. Culture de lignées cellulaires

Les lignées cellulaires etudiées, adhérentes ou en suspension, sont cultivées dans le
milieu de culture adéquat, complété de sérum de veau feetal préalablement décomplémenté, de
L-glutamine et d’antibiotiques (streptomycine, pénicilline). A 80% de confluence, les cellules
adhérentes sont rincées au PBS, détachées de leur support par un traitement a la trypsine ou a
I’accutase, diluées dans leur milieu et centrifugées pour éliminer le traitement enzymatique.
Le culot cellulaire est alors repris dans du milieu de culture et les cellules sont ensemencées
dans un plus grand nombre de flasques. Les cellules en suspension sont, quant a elles, diluées
dans un volume adéquat de milieu de culture. Les lignées sont conservées dans 1’azote

liquide, dans un mélange de sérum (80%) et de DMSO (20%).

1.2. Co-culture cellulaire

La co-culture permet d’évaluer la réponse d’une premicre lignée cellulaire a des
conditions données, induites par la croissance d’une deuxiéme lignée dans le méme milieu de

culture.

Dans ce travail, la croissance de la premiere lignée cellulaire dépend de la présence ou
non d’une cytokine. Sa viabilité¢ dépend donc de la capacité de la deuxieme lignée cellulaire
de produire et libérer la cytokine d’intérét dans le milieu de culture commun. Les deux lignées
sont séparées par un filtre de culture cellulaire, empéchant le contact directe entre les deux
lignées et laissant circuler le milieu de culture et ses composantes de part et d’autre de la

surface de séparation.

Il ne s’agit pas uniquement d’étudier la viabilité d’une lignée cellulaire en fonction

d’une condition donnée, puisque le principal but de cette méthode est de mettre en évidence,
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d’une fagon indirecte, la production (ou non) de la cytokine d’intérét par la deuxieme lignée.
Egalement, cette méthode nous permet d’étudier I’effet de certaines conditions sur 1’induction

ou la variation au niveau de la production de la cytokine par la lignée en question.

1.3. Culture primaire

Les échantillons d’ascites proviennent de patientes atteintes de carcinose péritonéale
(service de chirurgie carcinologique digestive, hopital Lariboisiére, Paris). Les ascites sont
récupérées et utilisées dans le cadre d’une activité de recherche aprés 1’obtention du
consentement de chaque patiente. Les amas cellulaires de 1’ascite sont récupérés par simple
centrifugation et mis en culture dans un milieu de culture adéquat, en présence de sérum de
veau feetal, de L-glutamine et d’antibiotiques (streptomycine, pénicilline). Le support de
culture utilisé est préalablement « coaté » avec de la gélatine a 0.2%. Cette particularité est
indispensable car elle permet de faciliter I'attachement et la croissance des cellules. A 80% de
confluence, les cellules sont détachées de leur support par traitement enzymatique, réparties

dans d’autres supports de culture, congelées ou traitées pour d’autres finalités.

2. Biologie moléculaire
2.1. Purification des cellules mononucléées

Les échantillons de sang veineux humain sont prélevés et collectés, aprés obtention
d’un consentement écrit pour chaque donneur. Les échantillons sont recueillis dans des tubes

contenant de I’héparine ou de ’EDTA.

Deux principales populations sont constituées : celle des donneurs sains (Banque du
sang de I’hopital Hotel-Dieu, Paris) et celle des patients atteints d’hémopathie maligne
(tumorothéque de 1’hdpital de Saint-Antoine, Paris). Les cellules mononucléees de chaque
échantillon sont isolées sur gradient de densité (Ficoll). L’isolement sur Ficoll repose sur les
densités respectives des cellules et du Ficoll. Aprés centrifugation, les cellules mononucléées
forment un anneau opaque surnageant au-dessus du Ficoll. L’anneau est délicatement prélevé,

lavé et centrifugé. Le culot cellulaire est conservé a -80°C.

2.2. Extraction de ’ADN génomique

L’extraction de I’ADN genomique des cellules mononucléées repose sur le principe de
filtration sur colonne. Brievement, les cellules sont lysés dans des conditions dénaturantes a
température élevée. La lyse est réalisée en présence de Protéinase K. Ensuite, I’ADN

génomique est fixé a la membrane de gel de silice de la colonne. Aprés un lavage minutieux
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éliminant les inhibiteurs, les sels et les autres contaminants chimiques, I’ADN est élué dans

I’eau. Les ADN sont conservés a -20°C.

2.3. Extraction des ARN totaux

L’extraction des ARN totaux des cellules en culture repose sur le méme principe de

filtration sur colonne utilisée au cours de ’extraction de ’ADN génomique.

Les cellules sont remises en suspension dans un tampon contenant du thiocyanate de
guanidinium et du phénol associé a un agent réducteur (B-mercaptoéthanol) permettant a la
fois de lyser les cellules, de dissocier les protéines, d’inhiber les nucléases, de dénaturer
I’ARN et de le séparer de I’ADN génomique. Apres centrifugation, la phase renfermant les
ARN (phase supeérieure) est récupérée. Les ARN sont isolés par filtration sur colonne de
silice. En présence d’alcool, les sels chaotropiques (thyocyanate de guanidinium) attirent les
molécules d’eau permettant une réaction d’adsorption des acides nucléiques sur la silice. A la

fin de plusieurs étapes de lavage, les ARNs sont ¢élués dans de 1’eau et sont conservés a -80°C.

2.4. Reverse transcription (RT)

Le brin complémentaire (ADNc) des ARNSs extraits est synthétisé, a partir d’amorces
oligo dT, par une ADN polymérase ARN dépendante thermostable isolée d’un virus murin

(Mu-MLV).

2.5. Réaction de polymérisation en chaine (PCR)

Précédée d’une RT, la réaction de polymérisation en chaine (PCR) est une
amplification génique reposant sur des cycles successifs de réplication d'une séquence
spécifique d’ADN matrice par une ADN polymérase ADN dépendante thermostable (Taq
polymérase). Le couple d’amorces spécifiques du géne a étudier le plus adéquat est
sélectionné par le programme Primer 3, a partir de la séquence disponible dans la banque de
séquence Genbank au NCBI (National center for biotechnology information ;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Une analyse in silico par le logiciel dalignement de séquence
BLASTN (également sur NCBI) permet de Vérifier la spécificité des amorces.

2.6. Electrophorése des produits de PCR sur gel d’agarose

Un gel d’agarose est coulé de sorte a ménager des puits dans lesquels le produit
de PCR a analyser sera déposé. Lorsqu’un potentiel électrique est appliqué de part et d’autre

du gel, ’ADN - qui est hautement chargé négativement a pH neutre — migrera vers le pole
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positif. Les molécules d’ADN sont separées dans le gel en fonction de la taille de I’ADN. Plus
I’ ADN sera de taille réduite, plus facilement il pourra se glisser dans les mailles du gel : plus
vite il migrera. Aprés la migration, I’ADN est mis en présence d’une substance fluorescente
qui s’intercale entre les plateaux de bases. Sous rayonnement ultraviolet (UV), des bandes
d’ADN apparaissent. Les bandes d’intérét sont découpées et ’ADN en est extrait et purifié

par filtration sur colonne.

2.7. Réaction de polymérisation en chaine nichée : Nested-PCR

Des séries d’amorces successives peuvent étre utilisees pour améliorer la spécificité et
le rendement de la PCR. La PCR nichée est réalisée en deux étapes : la premiere étape est
effectuée avec une série d’amorces. Pour éliminer toute source de contamination biologique,
notamment la matrice d’ADNc et la premiére séric d’amorces, les produits de PCR sont
séparés sur gel d’agarose et purifiés de leurs bandes, comme décrit précédemment. Une
deuxiéme série d’amorces est ensuite utilisée. Le deuxiéme couple flanque une région interne
du premier produit ADN amplifié. Ainsi, le plus grand fragment produit lors des premiers
cycles de la PCR est utilisé comme matrice pour la seconde PCR. Les produits de la deuxiéme

PCR sont analysés sur gel d’agarose. Les bandes d’intérét sont excisées et I’ADN en est isolé.

2.8. Génotypage d’un Single Nucleotide Polymorphism connu

Les échantillons d’ADN génomique sont envoyés a température ambiante au service

de génotypage de Genoscreen (Lille, France).

La détection du SNP d’intérét repose sur le systtme KASPar (Kompetitive Allele
Specific PCR genotyping system). Le génotypage est effectué en utilisant trois amorces ; deux
amorces — caractérisant chacune un des deux alléles spécifiques — et une troisieme amorce
pour I’alléele commun. L’amplification spécifique de chaque allele est alors couplée a une
émission de fluorescence particuliere. L’acquisition des données du génotypage se fait par la

détection de cette fluorescence au niveau du SNP ciblé.

2.9. Séquencage des produits de PCR

Les produits de PCR purifiés a partir des bandes de gel d’agarose (comme décrit

précédemment) sont séquencés par Eurofins Genomics en Allemagne.

La portion a séquencer est amplifi¢e par I’ADN polymérase HotStar-Taq Plus, en
utilisant les amorces utilisées pour la deuxieme étape de la PCR nichée. Le séquencage est

réalisé selon la méthode de Fréderick Sanger, consistant a utiliser, en plus des
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désoxyribonucléotides naturels (dNTP), des didésoxyribonucléotides couplés a des
fluorochromes (ddNTP). Ces ddNTPs sont incorporés d’une maniére aléatoire au cours de
I’amplification, mais dés qu’elle est faite au niveau du nouveau brin, la synthése s’arréte
puisqu’aucune liaison phosphodiester (3° — 5”) ne peut se créer apreés une base ddNTP. Les
deux brins d’ADN sont séquencés par un analyseur automatisé bas€¢ sur un systéme
d’¢lectrophorése en capillaire, permettant de distinguer deux intermédiaires consécutifs ayant
une différence de taille d’un seul nucléotide. Chaque base dANTP étant marquée avec un
fluorochrome différent caractérisé par un signal donné. Le séquencage est effectué base par
base et les séquences obtenues sont alignées avec les séquences de référence de la banque
Genbank sur NCBI.

2.10. PCR en temps réel

La PCR en temps réel ou PCR quantitative consiste a mesurer la quantit¢ d’ADN
polymeérisé a chaque cycle grace a un marqueur fluorescent et par conséquent, de mesurer
quantitativement 1’expression des génes. La PCR quantitative utilise I’ADNc, synthétisé au
cours de la réverse transcription, comme matrice. Les fragments amplifiés, en phase
exponentielle, sont mis en évidence au fur et a mesure des cycles de la réaction. Les sondes
utilisées sont des sondes TagMan. Une sonde TagMan est composée d’une séquence
specifique a la séquence cible et fixée a deux fluorochromes, un quencher et un reporter. Le
reporter ne peut émettre un signal que lorsqu’il est libéré au cours de la syntheése du brin
d’ADN. Le quencher est inactivée par I’action de la Taq polymérase. L’émission d’un signal

par le reporter permet de suivre a temps réel 1’amplification.

La PCR est réalisée en triplicata er les données sont ensuite analysées et normalisées
par rapport a un contrdle interne. L’analyse statistique se base sur la méthode du delta Ct
(Cycle seuil ou Threshold Cycle). Un controle de la qualité et de I’intégrité des ADNc est
utilisé pour la PCR classique, la PCR nichée et la PCR en temps réel. Ce contréle positif cible

le géne de référence codant pour la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH).

3. Meéthodes biochimiques et analytiques
3.1. Cytométrie en flux

La cytométrie en flux permet de mesurer la fluorescence ou la lumiére diffractée d'un
grand nombre de cellules ou de particules. Les cellules, préalablement marquées a un ou

plusieurs fluochromes sont entrainées dans un flux liquide jusqu’a la source lumineuse
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d’excitation. En effet, les cellules, alignées les unes derriere les autres, défilent a grande
vitesse devant un LASER. La collecte des signaux optiques émis par les cellules
préalablement marquées est faite par des photomultiplicateurs, numérisés et traités in silico.
En se basant sur la diffusion lumineuse des cellules, I’appareil caractérise dans I’axe du
LASER la taille (forward scatter FSC), a 90° du LASER la granulométrie (side scatter SSC)
et la fluorescence des cellules (mean fluorescence intensity MFI). Les parametres
morphologiques des cellules sont donnés dans un cytogramme. La fluorescence émise par les
cellules marquées est comparée a celle des mémes cellules non marquées ou incubeées,

seulement, avec l'anticorps secondaire (en cas d'un marquage double).
Dans nos travaux, les objectifs de cette méthode varient :

* Etudier la synthese d’une protéine donnée et la régulation de sa sécrétion : Les cellules,
cultivées selon différentes conditions, sont lavées, fixées en utilisant un tampon renfermant du
paraformaldéhyde. Elles sont, ensuite, perméabilisées sous 1’action de la saponine avant d’étre
incubées avec un anticorps primaire dirigé contre la protéine cible et un anticorps secondaire
porteur d’un fluochrome et dirigé contre 1’anticorps primaire. ldéalement, pour limiter le bruit
de fond, un anticorps primaire couplé a un fluochrome peut étre utilisé directement s’il est

disponible sur le marché.

* Etudier 1’apoptose/viabilité des cellules : L’apoptose provoque ’altération de I’asymétrie de
la membrane plasmique. Les phosphatidylsérines, normalement localisées du coté cytosolique
de la membrane sont transférées sur le feuillet externe. Comme elles ont une forte affinite a
I’annexine V, elles peuvent étre détectées en mesurant la fixation de ce marqueur d’apoptose
par cytométrie en flux. Les résultats du modeéle de la co-culture sont évalués par cette

méthode.

* Caractériser une population donnée : Certains biomarqueurs de surface permettent
d’identifier, de caractériser et méme de deviner la fonction biologique d’une population
cellulaire ou acellulaire donnée. Il est possible de détecter la présence de ces biomarqueurs,
par cytométrie en flux, en les ciblant par des anticorps couplés a un fluochrome (un

fluochrome différent par biomarqueur).

3.2. Test MTT

Le test MTT est un test de détection colorimétrique mitochondriale des cellules.
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Ce test de viabilité est basé sur la réduction du bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyl tetrazolium en un précipité insoluble.

Nous utilisons dans ce travail une méthode révisée du test MTT et adaptée aux cellules
non adheérentes et a une réaction MTT en présence du milieu de culture (Tada et al, 1986).
Dans cette version du test MTT, le milieu de culture n'est pas éliminé et la densité
optique est détectée a 590 nm. Ce test nous permet de mesurer le taux de prolifération des
cellules, et par conséquent de quantifier I'effet d'une modification induite par une condition

donnée.

3.3. Immunocytochimie

Cette technique permet la détection d’une protéine cible dans une cellule par réaction
antigénique en utilisant un anticorps spécifique. Les cellules sont fixées (paraformaldéhyde
PFA ou acide acétique 10% méthanol 90%), puis le milieu est saturé avec de I’albumine pour
empécher les fixations non-spécifiques. Les cellules sont incubées avec 1’anticorps puis
rincées. Des anticorps secondaires couplés a la biotine, a un fluorochrome (fluorescéine FITC,
phyco-érythrine PE) ou & la peroxydase (peroxydase du radis noir HRP) et dirigés contre les
immunoglobulines de I’espéce ayant servi a préparer 1’anticorps primaire sont ensuite utilises.
Si l'anticorps secondaire est couplé a la biotine, les cellules sont incubées avec de la
streptavidine couplée a un fluorochrome ou en présence d’eau oxygénée avec un substrat

chromogénique de la peroxydase (diaminobenzidine DAB).

Pour une analyse en microscopie, les cellules adhérentes sont cultivées dans des
chambres de culture sur lame de verre (Lab-Tek). Les cellules en suspension sont déposées
par cytospin sur des lames de verres. Une coloration des noyaux (iodure de propidium IP,
colorant DAPI) peut étre effectuée. Les cellules sont observées, apres fixation d’une lamelle,

au microscope droit (coloration a la peroxydase) ou a fluorescence.

3.4. Immunohistochime

Le principe et le protocole sont les mémes que ceux de I’immunocytochimie. Une
seule différence réside dans la nécessité d'incuber les lames dans du toluéne la nuit pour

éliminer la paraffine dans laquelle les tissus sont incorporés.

3.5. Dosage immunologique en ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)

Il s'agit d'un test immunologique utilisé pour détecter et quantifier une protéine dans

un tapis cellulaire (CytoELISA), un lysat cellulaire, un milieu conditionné ou encore un
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liquide biologique par 1’utilisation de 2 anticorps spécifiques de 1’antigéne ; le deuxiéme étant
couplé a la peroxydase. La réaction enzymatique est déclenchée par I'ajout d'un substrat
chromogénique soluble de la peroxydase (orthophényléne diamine OPD ou tetraméthyl
benzidine TMB). Enfin I'enzyme est bloquée par I’acide sulfurique. L’analyse est faite par
spectrophotométrie. La densité optique mesurée est directement proportionnelle a la
concentration. La réalisation d’une gamme étalon de la protéine d’intérét permet de quantifier

cette protéine dans les différents échantillons.

3.6. Cytokine array

La technologie cytokine array ou technologie des puces a anticorps sur membrane est
basée sur un principe identique a celui du dosage immunologique en sandwich. Une batterie
d'anticorps de capture est immobilisée a des points spécifiques et connus de la membrane.
L'incubation de la membrane avec les échantillons biologiques permet la capture des protéines
par leurs anticorps correspondants. La liaison des protéines est, ensuite, mise en évidence par
des anticorps biotinylés. Les signaux sont analysés par chimioluminescence. Cette méthode
est, par conséquent, qualitative et quantitative a la fois. Le profil de cytokine est établi pour
chaque échantillon, mais aussi les variations dans les niveaux d'expression des cytokines sont,

également, quantifiées.
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RESULTATS

ARTICLE N°1

Le polymorphisme nucléotidique  6936A/G  comme
biomarqueur possible du risque thrombotique chez les patients
atteints de leucémie aigué myeéloblastique

Endothelial protein C receptor gene 6936A/G single-nucleotide polymorphism as a possible

biomarker of thrombotic risk in acute myeloid leukemia

Samaher BESBES, Hamda ALTHAWADI, Halema ALFARSI, Shahsoltan MIRSHAHI,
Ruoping TANG, Fanny FAVA, Julia PARDO, Eva-Maria HUESSLER, Thomas GALTIER,
Ibtissem GHEDIRA, Jeannette SORIA, Jean Pierre MARIE and Massoud MIRSHAHI

MOLECULAR AND CLINICAL ONCOLOGY (Article sous presse)

La thrombose constitue une complication fréquente du cancer. Elle représente la

deuxiéme cause de déeceés chez les patients atteints d'une pathologie cancéreuse.

Le traitement de la maladie thrombo-embolique veineuse, dans un contexte tumoral, est
compliqué, puisque le risque hémorragique induit par les anticoagulants est souvent augmenté
par les traitements anticancéreux. De plus, les patients atteints d'un cancer ne partagent pas tous
le méme risque de développer une thrombose. L’identification de marqueurs biologiques s’avere
cruciale pour prédire la survenue de thrombose chez les patients atteints d’un cancer et de

proposer un traitement ciblé et personnalisé a chaque patient.

La protéine C (PC) et son récepteur endothélial (EPCR) jouent un role de premiere
importance dans I'noméostasie du sang et dans le maintien de I'équilibre entre coagulation et
thrombose. En effet, ’EPCR, en fixant la PC, favorise son activation par le complexe thrombine-
thrombomoduline. La protéine C ainsi activée (PCA), en presence de son cofacteur la protéine S,

clive les facteurs Va et Vllla (facteurs de coagulation), inhibant ainsi la fibrinoformation.

RESULTATS

-
o




Cependant, il existe a I'état physiologique une forme soluble circulante de I'EPCR
(EPCRs) résultante de la protéolyse constitutive de la forme membranaire. L'EPCRs est capable
de fixer, avec la méme affinité, la PC et la PCA. En séquestrant son ligand, 'EPCRs obstrue la

fonction anticoagulante de la PCA et favorise un état d’hypercoagulabilite.

La forme circulante de I'EPCR est contrdlée par un polymorphisme génétique : le géne de
I'EPCR porte 13 polymorphismes nucléotidiques (SNP : single nucleotide polymorphism)
caractérisant trois haplotypes. L haplotype A3 est caractérisé par le SNP 6936A/G. Au niveau de
la protéine, cet SNP se traduit par I'apparition, en position 219, d'un résidu glycine a la place de
la sérine. Ce changement augmente considérablement I’affinit¢ des métalloprotéases pour
I’EPCR membranaire et favorise sa libération dans le plasma. Les porteurs des génotypes

6936AG ou 6936GG pourraient, donc, présenter un risque accru de thrombose.

L'objectif de cette étude était d'établir une corrélation entre le SNP 6936A/G de I'EPCR et
I'incidence de thrombose chez une population de patients atteints d'hémato-pathologies.

Dans le cadre de notre étude rétrospective, deux cent soixante-huit prélevements de sang

ont été collectés :

e Deux cent cinq prélévements provenaient de la tumorothéque de 1’hopital de Saint-Antoine
(Paris). Il s’agit de patients atteints d'un cancer hématologique (LLC Leucémies lymphoides
chroniques, LAM : leucémie aigué myéloblastique, LAL : leucémie aigué lymphoblastique,
autres hémato-pathologies).

e Soixante-trois prélevements de donneurs sains ont été collectés a la banque du sang de
I’hopital Hotel-Dieu (Paris).

L'ADN génomique a eté extrait des cellules mononucléées de chaque prélévement.
Ensuite, tous les échantillons d'/ADN génomique ont été analyses (Genoscreen, Lille, France)
afin d'identifier le géntotype d'EPCR porté par chague sujet.

Les résultats montrent que la fréquence des génotypes 6936AA, 6936AG et 6936GG est
similaire dans les deux populations saine et malade. En raison de la faible fréquence du génotype
6936GG, nous avons décidé d'éliminer les patients porteurs de ce génotype de I'étude statistique.

L'étude des dossiers cliniques des patients révele que I'incidence de thrombose était
élevée chez les patients porteurs du génotype 6936AG (38,1%). L'étude statistique, basée sur un
modeéle de régression logistique univariable, met en évidence une différence significative dans la

survenue de thrombose entre les patients porteurs du génotype 6936AG et ceux avec le génotype
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6936AA (P=0,018). En effet, la moitié (50%) des patients atteints de LAM et porteurs du
génotype 6936AG avaient développé au moins un épisode thrombotique, contre 22% chez les

patients atteints de la méme pathologie mais porteurs du génotype 6936AA.

Le SNP A6936A/G de I'EPCR pourrait, donc, constituer un biomarqueur clé dans la
prévention de thrombose chez les patients atteints d'un cancer, et d'une maniére particuliere ceux

atteints de leucémie aigué myéloblastique.
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Endothelial protein C receptor gene 6936A/G
single-nucleotide polymorphism as a possible biomarker
of thrombotic risk in acute myeloid leukemia
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Abstract. Protein C (PC) is a natural anticoagulant, which
interacts with the endothelial PC receptor (EPCR). EPCR
single-nucleotide polymorphism (SNP) 6936A/G results
in high levels of a free soluble form of EPCR (sEPCR) and
may affect the risk of coagulation. The objective of this
study was to assess whether the 6936A/G SNP of the EPCR
gene is involved in the procoagulant activity displayed by
hematological malignancies. EPCR 6936A/G polymorphism
analysis was performed in 205 patients with hematological
malignancies and in 63 healthy controls. All the subjects
were genotyped for the EPCR 6936A/G SNP (AA, AG and
GG genotypes). The 6936A/G polymorphism distribution was
similar between healthy donors and patients. The association
between EPCR 6936A/G SNP and thrombosis was investigated
in 110 patients. The disease-wise break-up revealed that 55 of
the patients suffered from acute myeloid leukemia (AML). In
AML patients, the incidence of thrombosis was 28.3% and
significantly higher in the 6936AG compared with that in the
6936A A genotype (50 vs. 22%, respectively). In conclusion,
this study revealed a significant association of the 6936AG
genotype of EPCR with thrombotic events in AML. Therefore,
the presence of the 6936AG genotype in AML patients may be
considered as a risk indicator of thrombosis.

Correspondence to: Dr Massoud Mirshahi, UMR, Paris
Diderot, Paris 7 University, Lariboisiere Hospital, INSERM U965,
41 Boulevard de la Chapelle, 75010 Paris, France

E-mail: massoud.mirshahi@inserm.fr

Key words: endothelial protein C receptor gene, 6936A/G
single-nucleotide  polymorphism, thrombosis, acute myeloid
leukemia, genetic diagnosis

Introduction

Thrombosis is one of the most frequent complications in
cancer and the second leading cause of death among patients
with malignant diseases (1). Despite the strong association
between thrombosis and cancer, thrombosis remains under-
diagnosed and undertreated in such patients. Predicting the
advent of thrombosis may be difficult due to lack of reliable
markers.

The protein C (PC) pathway plays a major role in regu-
lating coagulation. PC is activated when thrombin binds
to the endothelial cell surface receptor thrombomodulin.
Activated PC (APC), in the presence of its cofactor, protein S,
inactivates factors Va and Vllla, thus limiting the progres-
sion of the coagulation cascade. The interaction between
endothelial PC receptor (EPCR) and its ligand increases the
affinity of PC for the thrombin-thrombomodulin complex.
EPCR, which binds PC or APC with the same affinity, may
be released in the plasma as a free soluble form (SEPCR) from
membrane-associated EPCR. Circulating sEPCR is formed
through the action of a metalloprotease, which is activated
by thrombin and by certain inflammatory mediators (2-4), or
as a result of proteolytic cleavage (a disintegrin and metallo-
protease 17/tumor necrosis factor a-converting enzyme) (5).
SEPCR circulates in the plasma and inhibits PC activation and
APC anticoagulant function (6). sSEPCR, by binding free PC,
reduces the availability of the latter for the EPCR present on
endothelial cells, leading to an increase in the incidence of
thrombosis (7). EPCR is a 46-kDa type 1 transmembrane
glycoprotein. The plasma variation of SEPCR is under genetic
control. The EPCR gene consists of 4 exons and is located on
chromosome 20q-11.2. Several studies have reported certain
EPCR gene polymorphisms as candidate risk factors for
thrombosis (8).

The 6936A/G single-nucleotide polymorphism (SNP)
results in a serine-to-glycine substitution at residue 219 in the
transmembrane domain and is associated with increased levels
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of sSEPCR and increased thrombotic risk (9). In a previous study,
we reported that malignant cells express and secrete EPCR and
that SEPCR is associated with hypercoagulability in human
hematological malignancies (10,11). We also reported that the
EPCR gene sequence of h L-60 myeloblastic leukemia cells is
quite identical to that of endothelial cells, in that it harbors the
different SNPs (11) as previously reported for the endothelial
cell gene (12). h owever, in the h L-60 cell gene, a thymidine
insertion (locus 260) and an adenosine deletion (locus 840)
were also identif ed within the §' untranslated region. Moreover,
a thymidine repetition was detected within the untranslated
region (locus 7630) of the exon IV (10). The HL-60 cells are
malignant leukemic cells and, therefore, finding additional
modif cations inherent in the EPCR gene structure was not
surprising. In this study, we demonstrated that, while the risk of
thrombosis is high in cancer patients, the presence of 6936A/G
SNP further increases this risk, underlining the synergetic role
of the EPCR gene polymorphisms in coagulation.

Patients and methods

Patients. In order to determine the role of the EPCR 6936A/G
SNP as a possible indicator of the risk of thrombosis in
leukemia, we conducted a retrospective study on 205 patients
with diagnosed hematological malignancies. DNA from
patients with leukemia, who were admitted at the h ematology
Departments of h étel-Dien and Saint-Antoine hospitals
(Paris, France) between 1995 and 2012, were obtained from
the Leukemia Tumor Bank (Table TA). Blood samples from
healthy donors were obtained from the h 6tel-Dieu blood
bank and used as controls (Table [A). The patients (117 men
and 88 women) were divided into 3 groups on the basis of
their pathology as follows: Chronic lymphocytic leukemia
(CLL, n=76), acute myeloid leukemia (AML, n=72) and
acute lymphoblastic leukemia (ALL, n=33). In addition to
these 3 groups, a fourth group included other hematological
pathologies, namely lymphoma (n=13), chronic myelogenous
leukemia (n=8), chronic myelomonocytic leukemia (n=1),
B-cell prolymphocytic leukemia (n=1) and myeloproliferative
neoplasm (n=1).

Only 110 medical records were available for profiling
analysis, We were therefore obliged to disregard the remaining
95 cases (Table 1B). The diagnosed types of thrombosis are
presented in Table IC,

Blood mononuclear cells and DNA samples. Following patient
informed consent, venous blood samples were collected in 5-ml
tubes containing heparin or EDTA, The blood was centrifuged
and the plasma discarded. Mononuclear cells were isolated
by Ficoll density gradient centrifugation using lymphocyte
separation medium (GE h ealthcare Ltd., Velizy-Villacoublay,
France), according to the manufacturer's recommendations
and the resulting pellets were frozen at -80°C and conserved
in the leukemia cell bank until use, DNA from 5x10° cells was
extracted and purifed using Qiagen spin columns (Qiagen,
Courtaboeuf, France). The purity and concentration of the
DNA were determined by optical density measured at 260 nm
using a NanoDrop™ 2000¢ spectrophotometer (Thermo
Fisher Scientific, Villebon-sur-Yvette, France). The DNA
samples were frozen at 20°C until use,

Table I. Subject data.

A, Discase-wise split of patients'healthy donors by gender and
age

Age, years
Subjects No. M/F mean + SD (range)
Hcalthy donors 63 23/40 35+15(22-57)
Patients
Total 205 117/88 59+19 (15-91)
CLL 76 39/37 68+10 (90-44)
AML 72 43/29 59417 (2591)
ALL 33 18/15 38+17 (15-80)
Others* 24 17/7 61£16 (34-83)
B, Patients with available and complete clinical data
Age, years
Patients No. M/F mean + SD (range)
Total 110 56/46 59+19 (1591)
CLL 25 9/16 71+9 (88-50)
AML 55 29/26 60+18 (25-91)
ALL 16 6/10 37418 (15-76)
Others 14 10/4 59+16 (34-79)

C, Distribution of types of thrombosis

Thrombosis type

Total
no. of
patients DIC DVT PE IS AT SVT C S NS
23 5 9 2 2 1 1 I 1 1

“Lymphoma, 13; chronic myclogenous leukemia, 8: and chronic
myelomonocytic leukemia, B-cell prolymphocytic leukemia and
mycloproliferative neoplasm, 1 cach. M, male; F, female; SD, stan-
dard deviation: CLL, chronic lymphocytic leukemia: AML, acute
myeloid leukemia; ALL, acute lymphaoblastic leukemia; DIC, dissem-
inated intravascular coagulation; DVT, deep venous thrombosis: PE,
pulmonary embolism; IS, ischemic stroke; AT, arterial thrombosis;
SVT. superf cial venous thrombosis: C, catheter-related thrombosis:
S, stent-related thrombosis: NS, not specif ed thrombosis type.

Genotyping of SNP. SNP genotyping is the measurement of
genetic variations of SNPs between members of a species. The
EPCR 6936 SNP was determined using 10 ng/ml DNA in the
patented SNP genotyping system (k Bioscience Uk Ltd,,
h oddesdon, Uk ) based on fluorescent resonance energy
transfer; this is a homogenous fuorescent genotyping system
using a unique form of competitive allele-specif ¢ polymerase
chain reaction (PCR) (the Kompetitive Allele Specifc PCR
genotyping system; k ASPar system), Genotyping was
performed using GenoScreen (Lille, France). The use of two
competitive allele-specif ¢ tailed forward primers (primer for
the 6936A allele, AGCCACACCAGCAATGATGAAACT,
and primer for the 6936G allele, GCCACACCAGCA
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Figure 1. Distribution of endethelial protein © receptor (EPCR) 69364/G single-nucleotide polymorphism (SNP). (A) EPCR 6936A/G SMNP frequency in
conirol donors and patients (P=0.859), (B) EPCR 6936406 SMNP as a function of gender {P=0.009),

ATGATGAAACC) and one reverse primer (GGAGCCAAAC
AAGCCGCTCCTA) provided increased locus-specific
discrimination.

Statiztical analyvsis. The Fisher's exact test was emplayed in
order to verify whether the distribution of 6936A/G SNP was
identical between healthy donors and leukemia patients. We
then investigated the distribution of §936A/G SNP as a fune-
tion of gender and type of hematological malignancy. Finally,
we also investigated the incidence of thrombaosis as a function
of the type of pathology and the 6936A/G SNI* by resorting
to the logistic regression model. All the tests were in bilateral
comparison with a signif cance level of 0L05. The results were
obtained using R version 3.0.0 and version 3.0.1 software.

Results

Allele distribution. The distribution of the 6936A and
69360 alleles was similar in all subjects (healthy donors and
patients; n=268) (P=0.859) (Fig. 1A). In the cohort of patients
(n=205), this distribution was found to change according to
gender (Fig. 1B), with the frequency of the 6936AG genotype
being 2-fold lower in men (9%) compared with that in women
(22%) (P=0.009). The male (n=43) and female (n=29) AML
patients presented 11.6 and 31% of the 6936AG genotype,
respectively (data not shown).

Genatvpe disivibution. The genotype distribution according to
pathology is presented in Table [1. No signif cant difference was
observed between the different types of malignancies ( P=0.684).

Of the 205 patients, case f les mentioning whether they had
a previous thrombotic event were available for only 110, The
number of patients, grouped according to cach covariate, is
presented in Table ITL

Incidence of thrombosis. As there were only 2 homozygous
patients with the 6936GG genotype in our database, estimates
of the effect of the 6936GG genotype on thrombosis would be
extremely unreliable; therefore, they were excluded from the
present study, thus leaving a total of 108 cases for further anal-
ysis. In addition, 6 patients received medication for thrombosis
prevention. This medication may lower the risk of thrombosis,

Table II. EPCR 6936A/G SNP as a function of pathology,

Genotype, no. (%)

Pathology  AA AG GG Total  P-value
CLL 66 (87) 1013y 040 T6 100y

AML SEqROY 12417y 2(3) T2 (100}

ALL UL 39 0 (0} 33 (100

Others* 20083) 41Ty 0 24 (100)

Total 174 (85) 29(14) 21y 2051007 0.684

“Lymphoma, 13; chronic myclogenous leukemia, #; and chronic
myelomonocytic leukemia, B-cell prolymphocytic leukemia and
mycloproliferative neoplasm, 1 each, EPCR, endothelial protein C
receplor, SNP, single-nucleotide polymorphism; CLL, chronic
Ivmphocytic leukemia; AML, acute myeloid leukemia; ALL, acute
lymphoblastic leukemia,

Table L. Characteristics of patients included in the regression
maodel (n=110).

Characteristics Patient no.
Gender
Male 56
Female 54
EPCE 6936A/G SMP
AA 87
AG 21
G 2
Pathology
CLL 25
AML 55
ALL 16
Oithers® 14

“Lymphoma, 13; chronic myelogenous  leukemia, 8 and chronic
myelomonocytic leukemia, B-cell prolymphocyiic leukermia and myelo-
proliferative neoplasm, | each, EPCR, endothelial protein  recepior; SMP,
single-nuclentide polymorphism; CLL, chromic lymphocytic leukermia;
AML, acute myeloid leukemia; ALL, acute hymphoblastic leukemia,
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Table IV. Incidence of thrombosis as a function of EPCR
6936AG SNP and pathology.

Thrombosis, %

Variables Patient no. {M/F) {patient no_, M/F)
All patients 108 (52/46) 213 (23, 11711
AA 87 (47/40) 17.2 (15, 87)
AG 21 (15/16) 38.1 (8, 3/9)
CLL 25 (W16) 12003, 21
A 200(8/12) 10,02, 2/0)
AG F(1/4) 200001, 00Ty
AML 53(2726) 2R3 (15, 6/'9)
AA 41 (24/17) 22.0(9, 3/6)
AG 12 (3/9) 000 (6, 3/3)
ALL 16 (6/10) 12.5¢2, 1/1)
Al 15 {69 13302, 171)
AG i1y i

Others* 14 (10/4) 214 (3, 20
Al 11 {92y 18.2 (2, 2400
AG 3(1/7) 333 (1, 0/1)

“Lymphoma, 13; chronic myelogenous leukemia, 3; and chronic
myelomonocyiic leukemia, Be-cell prolymphocytic leukemia and
myeloproliferative neoplasm, | each. EPCR, endothelial protein C
recepior, SN, single nucleotide polymaorphism; M, male; F, female;
CLL, chronic lymphocytic leukemia; AML, acute myeloid leukenia;
ALL, acute lvmphoblastic leukemia,

which, in the present analysis, would introduce a confusion
bias, h owever, given the low number of patients treated, a
stratif cation or adjustment based on treatment would result
in erroneous estimation. To ensure that the inclusion of the
patients treated for thrombaosis prevention did not alter our { nd-
ings, we set up the computation with only the 102 non-treated
patients and assessed whether the results were similar to those
obtained for the 108 patients, OF the 108 patients tested for
thrombaotic events, 21.3% developed at least one thrombotic
episode. The thrombosis rate in all pathologies for male and
female patients is presented in Table TV,

The data analysis revealed that thrombosis accurred in
12% of patients with CLL, 28.3% of patients with AML, 12.5%
of patients with ALL and 21.4% of patients with other hema-
tological malignancies (lymphoma, 13; chronic myelogenous
leukemia, 8; and chronic myelomonocytic leukemia, B-cell
prolymphocytic leukemia and myeloproliferative neoplasm,
1 each).

Omn analysis of the data regarding EPCR 6236A/0 SNF, we
found that the incidence of thrombotic events was higher when
the 6936AG genotype (38 1%) was present, compared with the
GAI6AA genotype (17.2%); in patients with the 6936AG geno-
type, thrombotic event(s) ocourred in 50% of AML, 20% of
CLL and 33.3% of the other patients, whereas in patients with
the 6936AA genotype, thrombosis developed in 22% of AML,
1% of CLL and 18.2% of other hematological pathologies.

OfF note, no thrombaotic disorder was reported in ALL
patients with the 6936AG genolype. Therefore, thrombotic

Table V. Logistic regression model,

Explanatory

variable Category Reference OR 95% CI P-value®
Genotype* AG AA 2.95 1.04-8.37 0.047
AML" AML®AG AML*AA 465 1.34-16.17 0018

*Companson between patients with the 693AA genotype vs, those
with the 6036AG genolype (n=108). "Comparison between AML
patients with the 693AA genotype wvs, those with the 6936AG
genotype (n=53). “P-value, likelihood ratio test. AML, acute myeloid
leukemia; OR, odds ratio; Cl, conf dence interval,

disorders were prevalent only in ALL patients harboring the
B936AA genotype, occurring in 13.3% of the cases. This may
be due to the fact that patients with ALL were younger (mean
age, 37 years) compared with those with other malignant
hematological diseases.

Logistic vegression model. In the univariate logistic model
for thrombosis and 6936A/0 SNP, it was demonstrated
that patients with the 6936A0 genotype (n=21) were more
susceptible to thrombotic episodes compared with those
with the 6936AA genotvpe (n=87). The odds ratio was esti-
mated at 2,95, which is signif canily higher than 1 (P=0.047)
{Table V), The data from the logistic regression model show a
signifcant difference in the incidence of thrombosis between
AML patients with the 6936AA (n=41) and 6936AG (n=12)
genotypes. The odds ratio was estimated at 4.65 (P=0.015),
The risk of developing thrombosis is therefore higher for
patients with AML harboring the 6936AG genotype.

Discussion

One of the EPCR polvmorphisms, 68936A/G SNP, results in
the substitution of the serine at residue 219 with glycine in
the transmembrane domain, This mutation 15 associated with
increased plasma levels of sEPCR and is a candidate risk
factor for thrombosis (3). The presence of 6936A/G SNP
(EPCR. Gly 219) was also found at a higher frequency in
coronary heart disease and has been associated with increased
thrombaosis risk in type 2 diabetic patients (13).

We previously reported that EPCR is expressed in human
malignant blood cells, often resulting in higher plasma sEPCR
levels (11 Using a retrospective climcal study (n=110], we
observed that, when the plasma sEPCR level rises above the
200 ng/ml threshold, the risk of thrombosis also rises consid-
erably (40%) in hematological pathologies (11), In this study,
wi demonsirated that the thrombotic event incidence increases
in leukemic patients when plasma sEPCR is high, due to the
presence of the 6936AG genotype. This synergism increased
the incidence of thrombotic events in AML patients with high
plasma sEPCR, from 41.7% reported previously (11) to 50%
for AML heterozyvgous patients with the 6936AG genotype.

Several thrombaotic events are under genetic control, EPCR
gene polymorphism is one among several genetic traits that
affect venous thrombosis, There are several other genes that
are involved in thrombotic events, including Serpain C-1,
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ABO locus, PC, protein 51, factor V' Leiden (resistant to APC),
prothrombin, fbrinogen y chain, factor X1, glycoprotein VI,
h IVEPI (protein that participates in the transcriptional
regulation of inflammatory target genes) and kinimogen |
(gene encoding high-molecular-weight kininogen) genes (14).
h owever, the mechanism by which this large panel of genes
intervene in cancer thrombophilia remains obscure. In brief,
we observed that leukemic cells not only harbor EPCR gene
polymorphisms but also secrete large amounts of the EPCR
protein (110 In a previous retrospective study, the association
between EPCR SNPs and the incidence of thrombosis has
been investigated in several myeloma patients (13),

The data presented in this study indicate that, in patients
with malignant hemopathies, the presence of the EPCR
6Y936A/0G SNP results in an increase in the incidence of throm-
bosis. Despite the difference in the incidence rates, there was
no statistically significant difference in the 6936A/G SNP
distribution between the 4 patient groups (CLL, AML, ALL
and other hematological malignancies) and the healthy donors
group. The EPCR 6936A/G SNP distribution is under genetic
control, 15 independent of the occurrence of any pathology and
remains identical for any population.

Among patients with malignant hemopathies, those with
AML harboring the 6936A0 genotype were found to be
the most prone to thrombosis, Thrombosis affected ~50%
of individuals with the 6936AG genotype, whereas this rate
was lower for CLL, ALL and other malignant hemopathies.
The difference in the thrombosis rate between the 6936AA
and 6936A0 genotypes in AML was found to be statistically
signif cant (P<0.01).

Our cohort of patients was rather small (n=110) and
the frequency of the 693600 genotype in any population
is low. Therefore, a definitive statistical statement on the
6U3AGG genotype cannot be made with a limited number of
CASes.

In conclusion, this pilot study was the frst to demonstrate
a signif cant association of the 6936A0G genotype (G936A/G
SMNP) of EPCR with thrombotic events in AML. The presence
of the 6936A0 genotype in patients with malignant hemato-
logical diseases may be a risk factor for thrombosis and its
determination in patients, particularly in those with AML,
may be crucial for thrombosis prevention and management. To
the best of our knowledge, this is the frst report on the associa-
tion of the 6936A0G genotype with the risk of thrombosis in
leukemia,

Acknowledgements
We would like to thank Professor Amu Therwath {(UMR, Paris

Diderot, Paris 7 University, Lariboisiére h ospital, INSERM
U963, Paris, France) for his valuable assistance.

References 6l
62

1. k horana AA: Venous thromboembolism and prognosis in cancer. g4
Thromb Res 125: 490-403, 2010, )

2. Mohan Rao LY, Esmon CT and Pendurthi UR: Endothelial 4
cell protein C receptor; A multiliganded and multifunctional 65
receptor. Blood 124: 15531562, 2014, 6

CGu JM, K atsuura Y, Ferrell GL, Grammas P and Esmon CT:

CXu ), Qu Dy Esmon WL and Esmon CT: Metalloproteolvtic

O D, Wang Y, Song Y, Esmon WL and Esmon CT: The

. Baposnik B, Reny JL, Gaussem P, Emmerich I, Aiach M and

. Dueros E, Mirshahi 5, Azzazene D, ¢ af. Endothehial protein C

. Fukudome K and Esmon CT: Identif cation, cloning and regu-

. Ireland b, k onstantoulas CJ, Cooper JA, h awe E, h umphries SE,

. Morange PE and Trégougt DA: Current knowledge on the

. Diei AP, Politou M, Gialeraki A, Bagratuni T, k anellias N and

Endotoxin and thrombin elevate rodent endothelial cell protein C - 57
receptor mREMNA levels and increase receptor shedding in vivo, 68
Blood 95 1637-1693, 20040, 69

release of endothelial cell protemn C receptor. J Biol Chem 275 70
GO3E-6044, 2000, 71
72
73
74
75
76
77
TR
Mechanisms by which soluble endothelial cell protein C receptor 9

modulates protein C and activated protein © function. J Biol 80
Chem 275: 3447-5452, 2004, gl

Ser219-.Gly dimorphism of the endothelial protein C receplor
contributes to the higher soluble protein levels observed in indi-
viduals with the A3 haplotype, ] Thromb Hacmost 4; 2292335,
20006,

. Uitte de Willige S, Van Marion V, Rosendaal FR, Vos h L,

de Visser MC and Bertina RM: h aplotypes of the EPCR gene,
plasma sEPCR levels and the risk of decp venous thrombosis,
I Thromb Haemaost 20 1305-1310, 2004,

. Liaw PC, Newenschwander PF, Smirnov MD and Esmon CT:

. Dennis I, Johnson CY, Adediran AS, de Andrade M, heit JA,

82
83
54
85
86
87
88
]
90

Morange PE, Trégoudt DA and Gagnon F: The endothelial
protein O receptor (PROCR) Ser219Gly variant and risk of
common thrombotic disorders: A h wGE review and meta-analysis
ggie;fidence from observational studies. Blood 119: 23922400,

Gandrille 5: A haplotype of the EPCR gene is associated with
increased plasma levels of sSEPCR and is a candidate risk factor
for thrombosis, Blood 103: 13111318, 2004,

recepior expressed by ovarian cancer cells as a possible biomarker
of cancer onsel, Int J Oncol 41: 433440, 2012,

. Ducros E, Mirshahi 88, Faussat AM, et af: Soluble endothelial  #1

92
a3
a4
95
a6
97
Og
a9
10a
101
02
Terpos E: Decreased incidence of EPCR 4678G/C SNP in 113
multiple myeloma patients with thrombosis, Thromb Res 132; 104
400-401, 2013, 105
106
o7
108
109
Lo
111
12
113
14
15
1é
17
&
19
20

protein C receptor (sEPCR) is likely a biomarker of cancer-asso-
ciated hypercoagulability in human hematologic malignancies.
Cancer Med 1: 261-267, 2012.

lation of a novel endothelial cell protein Clactivated protein C
recepior. J Biol Chem 268: 26486 26491, 1994,

Mather h, Goodall Ah, hogwood J, Juhan-Vague | and
Yudkin J5: EPCR Ser219Gly: Elevated sEPCR, prothrombin
Fl+2, risk for coronary heart disease, and increased sEPCR
shedding in vitro. Atherosclerosis 183: 283-292, 2005,

genetics of incident venous thrombosis, J Thromb h acmost 11
{Suppl 13: 111-121, 2013,

RESULTATS

~
~



ARTICLE N°2

Production d’une thrombopoiétine fonctionelle par une lignée

cellulaire d’adénocarcinome ovarien

Production of a functional thrombopoietin by a human ovarian carcinoma cell line

Samaher BESBES, Helene HELFER, Haythem NAJAH, Caroline FOURGEAUD, Shahsoltan
MIRSHAHI, Jeannette SORIA, Marc POCARD, Ibtissem GHEDIRA and Massoud MIRSHAHI

Article soumis a publication

La thrombocytose ou hyperpalaquettose est une anomalie fréquente qui se définit par une
augmentation du nombre de plaquettes dans le sang. Les plaquettes sont des cellules anucléées
qui jouent un role trés important dans la fonction hémostatique et peuvent participer aux
processus thrombotiques, mais aussi a dautres processus pathologiques, notamment, la

progression tumorale et la dissémination métastatique.

La thrombopoiétine (TPO) est une cytokine qui régule I’ensemble de la mégacaryopoiese.
Elle est impliquée dans la prolifération des cellules souches des mégacaryocytes, ainsi que leur
différentiation et leur maturation. Elle constitue la principale hormone régulatrice de la
production plaquettaire. Elle est, majoritairement, synthétisée par le foie et son taux est régulé
essentiellement, par les plaquettes et/ou par son récepteur, c-MPL. La TPO peut étre, également,
synthétisée par des lignées cellulaires, issues de carcinome humain. Dans le cancer ovarien, le
taux de TPO pourrait constituer un biomarqueur de la pathologie cancéreuse. Aussi, la sécrétion
de la TPO par les cellules issues d'un carcinome ovarien a été mise en évidence dans un rapport

de cas (une patiente).

Dans une autre étude, nous avons démontré, par cytokine array, la présence de la TPO
dans le milieu de culture d'une lignée cellulaire, issue d'adénocarcinome ovarien humain
NIH:OVCAR-3 (abrégée en OVACAR-3). Cette sécrétion etait significativement plus élevée,

quand les cellules étaient stimulées par la proteine C activée.

Le but de cette étude était de mettre en évidence, par d'autres méthodes, la synthése de la

TPO par la lignée NIH:OVCAR-3 et de caractériser la thrombopoiétine d'origine ovarienne sur
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les plans suivants : expression génétique, sécrétion et maintien de la fonction biologique de la
cytokine.

L'expression du géne de la TPO a été révélée, par PCR, dans les agrégats cellulaires issus
d'ascites de patientes atteintes de carcinome d'origine ovarienne. Elle a été également étudiée,
par PCR, PCR nichée et PCR quantitative, dans différentes lignées cellulaires. Seulement
OVCAR-3, SKOV-3 (une deuxiéme lignée d'adénocarcinome humain d'origine ovarienne) et
K562 ( une lignée cellulaire de leucémie myeloide chronique) exprimaient significativement le
gene de la TPO. L'expression de la cytokine était absente dans d'autres lignées, notamment la
lignée issue du cancer du sein humain, MDA-MB231. L'étude des variants d'épissage alternatif
de I'ARN messager (ARNm), dans les lignées TPO+, a révélé la présence de trois variants,
caractérisant trois isoformes de TPO (TPO-1,-2 et -3). Ces résultats ont été confirmés par
séquencage des produits de PCR. Les ARN messagers issus des tissus humains normaux d'ovaire
et de foie ont été utilisés comme contrdles et ont présenté le méme profil d'expression de

transcrits.

La PCR quantitative a montré que i) la lignée MDA-MB231 n'exprimait pas le géne de la
TPO, ii) la lignée K562 présentait un taux d'’ARNm, significativement, plus élevé que celui des
cellules OVCAR-3, iii) la stimulation préalable des cellules OVCAR-3, par la protéine C et la

protéine C activée (PCA), n'avait aucun effet sur le niveau transcriptionnel du géne de la TPO.

La cytométrie en flux a permis de mettre en évidence la sécrétion de la TPO par les
cellules OVCAR-3. Cette expérience a, également, montré que la production de la TPO peut étre
induite par la PCA. En utilisant un inhibiteur de transport de protéines, nous avons aussi
démontré que la TPO, aprés sa synthése, est libérée dans le milieu extracellulaire des OVCAR-3.

Enfin, nous avons analysé le maintien de la fonction biologique de la TPO d'origine
ovarienne. Nous avons mis au point un modéle in vitro basé sur une lignée cellulaire murine
Ba/F3 TPO ou interleukine-3 (IL-3)-dépendante. Les cellules Ba/F3 ont été co-cultivées dans
une chambre séparée — avec les cellules OVCAR-3 ou les cellules MDA-MB231, ou seules en
présence de i) TPO recombinante, ii) IL-3, iii) PC, iv) PCA. L'analyse de la viabilité des Ba/F3 a
été établie par deux méthodes : la méthode de cytométrie en flux, en utilisant I'annexine V
comme marqueur de l'apoptose, le test MTT (bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl tetrazolium) qui est une méthode de détection colorimétriqgue de I'activité

mitochondriale, et par conséquent de la prolifération cellulaire.
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Les résultats de ces deux méthodes ont révélé que la TPO, sécrétée par les lignées K562
et OVCAR-3 — en particulier lorsque la lignée cellulaire cancéreuse ovarienne était stimulée par

la PCA — étaient capables de protéger les Ba/F3 et de favoriser leur prolifération

Cette étude met en évidence la sécrétion de la thrombopoiétine par la lignée
d'adénocarcinome ovarien humain NIH:OVCAR-3. Nous sommes les premiers a démontrer
qu'une TPO non hépatique peut étre biologiquement active. Ainsi, la TPO d'origine ovarienne

pourrait constituer un biomarqueur clé dans la pathologie cancéreuse ovarienne.
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Abstract:

Hemostatic abnormalities are frequently noticed in patients with malignant diseases. These
complications include platelets disorders. The role of platelets in cancer extends beyond
thrombocytosis and thrombosis, since platelets promote cancer growth and metastatic
dissemination. In the physiological state, platelet production is regulated by thrombopoietin,
which is mainly secreted by the liver. We, previously, reported that thrombopoietin could be
secreted by the ovarian adenocarcinoma cell line, OVCAR-3. Here, our main purpose is to

analyze the gene expression of thrombopoietin in cancer cells and to assess its functionality.

In the present study, we investigate the thrombopoietin gene expression, using reverse
transcription PCR, real-time PCR and gene sequencing, in ascitic cells from patients with ovarian
carcinomatosis, as well as, in three cancer cell lines, including OVCAR-3 cells. Normal human
ovary and liver tissues are used as controls. Then, we show by flow cytometry that
thrombopoietin production by OVCAR-3 could be increased when cells are stimulated by
activated protein C. Lastly, we assess the functionality of thrombopoietin on the basis of the
viability of a thrombopoietin-dependent cell line (Ba/F3) using a co-culture method. Our results
confirm that activated protein C may act, in a paracrine fashion, to boost thrombopoietin
production. In this study, we report, for the first time, that the thrombopoietin secreted by
ovarian cancer cells is functional. Hence, thrombopoietin produced in tumor backdrop may

have a direct effect on thrombocytosis/thrombosis occurrence in patients with ovarian cancer.

Keywords: Thrombopoietin, activated protein C, ovarian carcinomatosis, thrombocytosis,

thrombosis.
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Introduction

Thrombosis is a major complication in malignant diseases.™? More than 50 years ago,
Levin and Conley reported that thrombocytosis was associated with breast, lung, digestive and
ovarian cancers.® Hemostatic disorders in cancer result from the capacity of tumor cells to
secrete procoagulant factors and to interact with blood component such as pIateIets.(4'5) While
platelets are essential for normal hemostasis, their unbridled activation may result in thrombus
formation, which could lead to thrombocytosis complications. Moreover, patients with

elevated platelet count have a higher risk to develop venous thromboembolism. (6)

Besides their role in coagulation, platelets are also involved in cancer growth and
dissemination at different levels.” Thus, activated platelets are considered as an important
source of lysophosphatidic acid (LPA), which has been shown to be involved in promotion of

bone metastasis in a model of mouse bearing breast or ovarian cancer cells.®

Thrombopoietin (TPO) is a key regulator of megakaryopoiesis and megakaryocyte
progenitor proliferation by promoting stem cell differentiation into megakaryocytes and their

expansion, hence, boosting platelet production.(g’lo)

TPO is mainly produced by the liver and it is also secreted by kidney, bone marrow and
spIeen.m) The human TPO gene is localized on chromosome 3927 and comprises six exons and
five introns.>* To date, 8 different variants of TPO mRNA have been identified, including the
full length mRNA (TPO-1) and its 7 alternative splicing variants. Proliferative activity was

highlighted only in TPO-1 isoform.!*®

Moreover, TPO seems to be more than a megakaryopoiesis regulator. Indeed, TPO has
been admitted as a crucial regulator of proliferation and secretory activity in porcine ovarian
follicular cells.™® In pathologic conditions, several cancer cell lines from lung, stomach, liver and
thyroid human carcinomas express the TPO gene.m) In a case report, Furuhashi et al reported
that TPO could be produced by ovarian carcinoma.™® Tsukishiro and his colleagues observed, in
a comparative study, that plasma TPO concentration may be a biomarker that distinguishes

between benign tumor patients and those with malignant ovarian cancer.™
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Previously, we detected TPO release in an adenocarcinoma cell line culture medium

(NIH:OVCAR-3 cell line - abbreviated OVCAR-3 in this study). We also observed that activated

Protein C (aPC), a natural anticoagulant, increased OVCAR-3 TPO secretion.'®®

The main goal of this study was to analyze, TPO gene expression in ovarian cancer and

to assess whether the ovarian TPO produced by cancer cells is functional.

Material and Methods
Cell culture

Cell lines: The human cancer cell lines used were: Ovarian (OVCAR-3 and SKOV-3), breast (MDA-
MB231 and MCF7), gastric (AGS, KATO-III), intestinal (LS174T), lung (A549), leukemia (K562),
and cervical (HELA). We also used human microvascular endothelial (HMEC-1) and interleukin-3
(IL-3)-dependent murine (Ba/F3) cell lines. Cell lines were obtained from American Type Culture
Collection (ATCC, Manassas, VA). The Ba/F3 cell line that expresses the human thrombopoietin
receptor (MPL) was kindly provided by Caroline Marty and Isabelle Plo.?" Cells were cultured in
RPMI 1640 medium containing 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS), 50ug/ml of
streptomycin, 50 IU/ml of penicillin and 2nM of L-glutamine (Gibco, Saint Aubin, France). Cells

were incubated at 37°C in a humidified atmosphere containing 5% CO2.

Conditioned media: Cells were seeded in plates or flasks, grown to 80% confluency and then

incubated in serum-free culture medium. Three culture conditions were assayed: 1) in
presence of added Protein C (PC) (PROTEXEL, Courtaboeuf, France) at a concentration of 10
ug/ml, 2) in presence of activated Protein C (aPC) (Xigris, Suresnes, France) also at a
concentration of 10 pg/ml, 3) with no addition which served as control. Cell flasks were
incubated 5 hours prior to flow cytometry analysis and cells in plates were incubated 24 hours

for co-culture experiments. Ba/F3 cell line was cultured in the presence of: 1) recombinant IL-3
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(5 ng/ml) (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) 2) human recombinant
thrombopoietin (TPO) (50 ng/ml) (LifeSpan Biosciences, USA) 3) PC (10 pg/ml) 4) aPC (10

ug/ml).

Co-culture: OVCAR-3, MDA-MB231 and K562 were cultured in 6-well plates as described above.
Ba/F3 cells were separately co-cultured with the three different cell lines, each separated by a

0.4um micropore membrane (Fisher Scientific, lllkirch, France).

Patients’ ascites cell culture : Ascitic fluids from patients were provided by the digestive surgery

department of Lariboisiere Hospital (Paris, France). All patients gave their written informed
consent. Clinical and biological annotations were recorded in an Access database approved by
the “Commission Nationale de l'informatique et des Libertes- France”. A total of 6 cancer
patients were included in the study. Medical records reported that 4 patients had cancer from
ovarian origin. Only one patient had a signet ring cell gastric carcinoma. All patients were
admitted for surgery during a period from October 2014 to February 2015. Each ascitic sample
was centrifuged and the cell pellet obtained was cultured in flasks coated with 0.2% gelatin
(Sigma, France) in presence of D-MEM (Gibco, Saint Aubin, France) medium supplemented with
20% of heat-inactivated fetal bovine serum (FBS), 50ug/ml of streptomycin, 50 IU/ml of

penicillin and 2nM of L-glutamine

Gene expression

Primers' selection, PCR and nested-PCR: TPO primers, for PCR and nested-PCR, were selected

from Sasaki et al study.m) Our choice was based on TPO gene structure and its possible splice
variants as shown in Figure-1A and Figure-1B. Specific primers for TPO were synthetized by
Eurofins Genomis (Ebersberg, Germany). Primers used for PCR and nested-PCR are shown in

Figure-1C. The detection of TPO gene expression was investigated by using F1/R1 primers set,
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which amplifies, in a common product, all TPO splice variants. We performed also PCR for
Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) to ensure integrity and quantitative
comparison of cDNAs. GAPDH cDNA was amplified using specific primers (G1/G2) from Eurofins
Genomics (Figure-1C). TPO gene expression was investigated by the detection of TPO mRNA in
cells from patients’ ascites culture or in cell lines. The cell RNA extracts were prepared using the
RNeasy kit (Qiagen, Courtabceuf, France). Ovarian total RNA and liver cDNA from non-tumor
human adult tissues were provided by BioChain (Newark, USA). Following reverse transcription
(Mu-MLV reverse transcriptase and oligo(dT) primers), the polymerase chain reaction (PCR) was
performed with MasterMix (5 Prime, Dusseldorf, Germany). The PCR products (F1/R1), along
with a 100 bp DNA ladder, were analyzed by electrophoresis on agarose gels containing GelRed
nucleic acid gel stain. After electrophoretic separation of the products, we selectively excised
only intense bands for nested-PCR. DNA was eluted and purified using a DNA gel extraction kit
(Norgen Biotek Corp, Ontario, Canada). Nested-PCR was performed using F2/R2 or F3/R3
primers and the products were analyzed by agarose gel electrophorisis. The DNA bands of
interest were again selected, excised and DNA was purified. Purity and concentration of RNA or
DNA samples were determined by optical density measurement and the ratio of 260:280 nm

using the NanoDrop™ 2000c spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, France).

Sequencing of nested-PCR products: Nested-PCR extracted DNA products were sequenced by

Eurofins Genomic (Ebersberg, Germany), using the cycle sequencing technology (dideoxy chain
termination / cycle sequencing) on ABI 3730XL sequencing machine. Sequences were analyzed

by the Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) in the NCBI database.

Real-time PCR: TPO gene expression was also analyzed by real-time PCR and TagMan® primers

with FAM probes for TPO or GADPH (Figure-1D) were from Applied Biosystems (France). The
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real-time PCR was performed using TagMan® gene expression assay and LightCycler® 96 Real-
Time PCR System (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). Analysis of gene expression

was performed using the comparative Cr method.*?
Flow cytometry

Protein quantification: OVCAR-3 and MDA-MB231 were cultured in flasks and incubated in a

serum-free medium with or without PC/aPC stimulation as described above. The culture
medium was added / or not, with 1ul/ml of protein transport inhibitor (containing Brefeldin A)
provided by BD Biosciences (Le Pont de Claix, France). Then, cells were detached with accutase,
washed with phosphate-buffered saline (PBS), and suspended in 100% heat-inactivated FBS.
Cell fixation and permeabilization procedures followed were as indicated by the manufacturer
(Beckman Coulter, France) using the Perfix-nc assay kit. Cells were mixed at first with an anti-
hTPO primary antibody (1:200) (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France), then washed
with PBS and incubated with a fluorescein isothiocyanate (FITC) coupled secondry antibody
(1:100). Cells were then washed twice and the pellet was resuspended in 500 pl of buffer
provided in the kit. Flow cytometry was done using a standard Canto Il eight-color flow
cytometer (Becton Dickinson Biosciences, France) at 530 nm and data analysis was performed

using Flowjo software (Flowjo LLC, USA).

Cell viability: Ba/F3 cells were co-cultred separately with MDA-MB231 or OVCAR-3 or K562
cells, alone, or in the presence of PC or aPC, as indicated above. Ba/F3 cells were cultured with
IL-3, TPO, PC or aPC and served as control. After 72h, Ba/F3 cells were collected from each well
and washed with PBS and then fixed with 4% (final concentration) formaldehyde. Then, Ba/F3
cells were suspended in cold binding buffer (10 mM HEPES pH 7.4, 140 mM NaCl, 2.5 mM

CaCl2, 0.1% BSA), incubated for 15 min at 4°C with FITC conjugated Annexin V (Southern
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Biotech, Birmingham, USA) and shielded from light. Data acquisition and analysis were

performed by flow cytometry as described above.

MTT Viability test

Ba/F3 cells were co-cultured with OVCAR-3 or MDA-MB231or K562 cells alone, or in the
presence of PC or aPC. Ba/F3 cells were cultured with TPO and served as control. After 72h,
Ba/F3 cell viability was investigated using Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide colorimetric assay

(MTT) according to Tada et al. protocol.(23)

Statistical Analysis

All values reported are the average + SEM. Statistical significance was determined using
the GraphPad Prism 6.0 software (Kruskal-Wallis test) and P < 0.05 was considered statistically

significant.

Results

TPO expression by ovarian carcinomatosis in primary culture and cell lines

TPO gene expression was analyzed in cultured cells harvested from peritoneal fluids of
six patients suffering from carcinomatosis. Clinical characteristics of patients are summarized in
Figure-2A. Photographs taken from each patient cultured cell are presented in Figure-2B. RT-
PCR analysis showed that, unlike the signet ring cells, all the cells from ovarian origin expressed
the TPO gene (Figure-2C). To extend this analysis, we inspected TPO gene expression in various
human cancer cell lines. Results showed different TPO expression with regards to the cell lines
considered: ovarian (OVCAR-3 and SKOV-3) and leukemia (K562) cancer cell lines expressed

TPO at high level; gastric (AGS, KATO-Ill), intestinal (LS174T), lung (A549), and cervical (HELA)

RESULTATS

(0]
(e0]




cancer cell lines expressed TPO at a very low level; TPO gene expression could not be detected
in human breast adenocarcinoma (MDA-MB231 and MCF7) and in human microvascular
endothelial (HMEC-1) cell lines (Figure-3A). TPO gene expression was found to be lower in

normal ovary tissue than in the liver.

Positive TPO cell lines express different transcript patterns

We next compared the different TPO splice variants in the cancer cell lines that were
positive for elevated TPO expression (OVCAR-3, SKOV-3 and K562) and control tissueS. Results
showed that all cancer cells lines express the three TPO-1 (full length TPO), TPO-2 (12bp
deletion) and TPO-3 (116pb deletion) variants, similarly to the liver and ovary control tissues
(Figure-3B). Since the splice variants differ by a limited number of nucleotide, the presence of
these variants was confirmed by sequencing. Of note, sequencing data showed that the TOP-3
variant harbored the C/T 5183 SNP (Figure-4) which is known to be a common mutation for all

(14)

clones'™™ that does not affect the final sequence of the protein.

Regulation of TPO production by activated protein C

Since we previously showed that aPC-stimulated OVCAR-3 produced TPO by cytokine
array(zo), we further investigated the regulation of TPO expression by aPC. TPO expression when
thus assessed by quantitative PCR in OVCAR-3 before and after stimulation by protein C (PC) or
activated protein C (aPC). The results obtained showed that neither PC nor aPC had any effect
on TPO mRNA level (Figure-5). To further explore TPO production, we next analyzed TPO
protein content in these various condition by flow cytometry. We considered MDA-MB231 cell
line as a negative control (Figure-6A). We observed that TPO content of OVCAR-3 cells were

similar before and after PC stimulation. However, TPO secretion increased markedly when the

cells were incubated with aPC (Figure-6B). The results were also significant when we compared
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the TPO protein content between OVCAR-3 cell cultures with or without a protein transport

inhibitor (Figure-6C), confirming the secreted nature of TPO in the OVCAR-3 cell line.

OVCAR-3 secretes functional TPO

To assess whether TPO from OVCAR-3 cells is functional, the TPO-dependent Ba/F3 cell
line was co-cultured with OVCAR-3, in the presence or not of PC or aPC. As control, Ba/F3 was
co-cultured with MDA-MB231 cells that do not produce TPO, K562 that produce high level of
TPO, or cultured alone with PC, aPC, xenogeneic TPO or interleukin-3 (IL-3).-Ba/F3 cells viability
was assessed in those various conditions by MTT assay and Annexin V labeling. Viability of
Ba/F3 cells in each condition was compared to that of Ba/F3 cells incubated with xenogeneic
TPO. The results showed that Ba/F3 cells survived similarly when co-cultured with OVCAR-3
cells with or without PC stimulation; viability increased when OVCAR-3 were stimulated by aPC.
Of note, Ba/F3 also survived when incubated with IL-3 (Figure-7A and B). Using MTT assay, we
evaluated the amount of TPO produced by stimulated or not OVCAR-3 by comparing the
survival of Ba/F3 cells incubated with xenogeneic TPO and co-cultured with aPC-stimulated
OVCAR-3 (Figure-7C). Relative TPO Secreted (ng) is indicated in Figure-7D .The results suggest

an increased TPO production when OVCAR-3 cells where were stimulated by aPC.

Discussion

The results presented here confirm that normal ovarian tissue as well as ovarian cancer
cells express TPO and show for the first time that TPO produced by cancer cells is functional.
These results provide new insight into the relationship between cancer and hemostatic

disorders.
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Thrombocytosis associated to malignant disease was, traditionally, attributable to
interleukin-6 (IL-6) or to garnulocyte-macrophage colony-stimulating factor.?*?® Stone et al
suggested that IL-6may act alone in a paracrine manner to increase hepatic thrombopoietin

production, thereby increasing platelet count.”®

Furthermore, Sakar et al demonstrated the expression of TPO and its receptor c-MPL in
bovine ovarian follicles. They also showed that TPO and c-MPL expression and production in
the corpus luteum, during oestrous cycle, vary depending on the luteal stage. Therefore, locally

produced TPO and c-MPL may play a crucial role in regulation of the ovarian.*”

In addition, TPO serum levels are more elevated in women with ovarian cancer than
those with benign ovarian cyst(zs’lg) Here we showed that normal ovarian tissue and the ovarian
cancer cell lines, specially OVCAR-3 express TPO. These results are reminiscent from a
preliminary observation done in ovarian carcinoma.™ However we report for the first time
that the pattern of expression of the TPO gene in ovarian cancer cells is similar to what
observed in the liver, and most importantly that the TPO produced is functional. These results
have two major clinical implications. First, TPO could be used as a biomarker for the detection
and progression of ovarian pathology. Indeed, data suggest a hypothesis whereby TPO-
secreting ovarian cancer cells contribute significantly in the elevated TPO plasma in patients
with ovarian cancer. Further study should be performed to establish a quantitative relationship
between TPO plasma levels and cancer progression. Second, the production of functional TPO
by ovarian cancer cells directly links the risk of thromboembolism or thrombocytosis to ovarian
cancer. In such a context, it is most likely that the TPO produced by the cancer cells directly act

to promote the expansion of platelets. This hypothesis is summarized in Figure-8.
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This study also highlighted a new mechanism of regulation of TPO secretion. TPO
regulation by aPC does not occur at the transcriptional but rather the post-transcriptional level.
This mechanism has not been described yet and will need further investigation to better
understand the players involved. These data could also support a model whereby both TPO and

aPC interact together in vivo.
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Figure-1: TPO primers' selection.

(A,B) Schematic illustration of human TPO-gene and mRNA isoforms and selected TPO primers:
(A) TPO-gene contains 6 exons (E 1-6) and 5 introns (I 1-5). (B) Alternative RNA splicing patterns
previously identified for TPO. Horizontal arrows represent the amplified regions by RT-PCR. (C)
Primers used for PCR and nested-PCR. First PCR products were used as DNA template for the

nested-PCR. TPO-amplified isoforms and their sizes are shown. GADPH PCR was used as control.

(D) TagMan® Probes for TPO and GADPH.
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Figure-2: TPO-gene expression in cultured cells from ascitic fluids of cancer patients.

A: Subject data. B: Photographs taken of ascitic fluid cells in culture. C: Analysis of TPO and

GADPH gene expression. 2% agarose gel. PCR using F1/R1 primers for TPO gene amplification.

Figure-2
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Figure-3: TPO gene expression by cell lines.

(A) First PCR analysis of TPO-and GADPH gene expressed by various cell lines, ovarian (OVCAR-3
and SKOV-3), breast (MDA-MB231 and MCF7), gastric (AGS, KATO-IIl), intestinal (LS174T), lung
(A549), leukemia (K562), cervical (HELA) and human microvascular endothelial (HMEC-1) cell
lines. 2% agarose gel. Normal adult ovary and liver tissues served as control. (B) 2% agarose gel
pattern of nested-PCR product of TPO: TPO-1 (full length), TPO-2 (12 bp deletion), TPO-3 (116

bp deletion). Boxes (1,2) represent bands chosen for sequencing.

Figure-3
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Figure-4: Comparison of TPO-3 sequence from OVCAR-3, SKOV-3 and K562 cell lines and normal

control ovary and liver tissues with TPO-3 cDNA from NCBI database.

Sequences of PCR products extracted from agarose gel bands are shown in the upper line. R2

primer was used for sequencing. Boxes show a C/T 5183 SNP. "..."

and "*" symbols refer to two

different alternative splicing sites (respectively 12 bp and 116 bp deletions). A 116 bp deletion

characterizing TPO-3 is detected. BLAST reveals no significant mutation.
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Figure-5: Quantification of TPO-gene expression using TagMan® Probes. In different cancer cell

lines (P<0,05).
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Figure-6: Analysis of TPO-secretion by MDA-MB231 and OVCAR-3 cell lines.

Flow cytometry distribution plots are shown. Graphs represent Geometric Fluorescence Mean.
(A,B) : Graphs for MDA-MB231 (A) and OVCAR-3 (B) cells incubated with the secondary
antibody alone (orange), labelled with primary and secondary antibodies after incubation
without PC or aPC (blue), with PC (purple) or with aPC (green). (C) TPO-released protein by
OVCAR-3. OVCAR-3 were incubated (for 5 hours) without (blue) or with (green) protein
transport inhibitor, or with only 2" antibody as control (orange). 2" antibody GMFI / GMFI

sample ratio was calculated for each condition.
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Figure-7: Functionality of TPO: Viability study of TPO-dependent Ba/F3 cells.

(A) The panel shows the distribution of two populations of Ba/F3 cells cultured in the presence

of TPO:

a non-labeled population (FITC-A-/viability) and a labeled population (FITC-

A+/apoptosis). (B) The graph shows Ba/F3 viability (FITC-A-). (C, D) Relative TPO Secreted

quantity (ng). (P<0,02) .
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Figure-8: Ovarian TPO influenced platelet generation via bone marrow.

TPO produced by ovarian cancer cells may directly act to promote the expansion of platelets.
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Le récepteur endothélial de la protéine C exprimé par les
cellules du cancer de I’ovaire en tant que biomarqueur possible
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Endothelial protein C receptor expressed by ovarian cancer cells as a possible biomarker of

cancer onset
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La protéine C est un important régulateur de la coagulation. Fixée a son récepteur
membranaire (EPCR), elle est activée par le complexe thrombine- thrombomoduline. La protéine
C se transforme en protéine C activée (PCA), qui en présence de son cofacteur la protéine S,

dégrade les facteurs V et VIII activés.

Sous D’action d’enzymes protéolytiques, ’EPCR peut se détacher de la cellule
endothéliale. Cette protéolyse entraine sa libération dans le plasma sous une forme soluble
(EPCRs). L’EPCRs, en captant la PCA, constitue un véritable piége pour son ligand, I'empéchant

d'exercer sa fonction anticoagulante.

L'objectif de ce travail était d'évaluer le potentiel d’EPCRs, en tant que biomarqueur de la

pathologie cancéreuse, notamment dans le cas du cancer de lI'ovaire.

Dans ce travail, nous confirmons, in situ, la présence de I'EPCR sur des biopsies
provenant de différents cancer (sein, ovaire, poumon et c6lon). Cela indique que la préscence
d'EPCR est commune a toute les pathologies cancéreuses, quellr que soit leur origine. Aussi,
nous détectons la présence d'EPCR dans les agrégats cellulaires issus de prélévements d'ascites
de patientes atteintes de carcinome ovarien. Le dosage d'EPCRs dans ces prélevements révele un

taux supérieur a la concentration plasmatique normale; et ce, dans 91% des cas.
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Sur un nombre réduit de cette population malade (patientes non traitées), nous mettons en
évidence une corrélation positive, entre le taux d'EPCRs et un biomarqueur de la pathologie

cancréuse ovarienne : CA125.

Ensuite, nous nous sommes intéréssés a la lignée cellulaire issue d'adénocarcinome
humain OVCAR-3. Dans cette partie, nous demontrons, a la fois, la présence d'EPCR et de PAR-
1.. En effet, il est admis que la PCA, fixée a son récépteur, est capable d'activer une cascade de
signalisation dépendante de PAR-1 et de PI3K. Cette cascade de réactions améliore la survie des

cellules cancéreuses et amplifie leur potentiel migratoire.

Enfin, le séquencage d'EPCR met en évidence une conservation importante de la
séquence entre les lignées cancéreuses et la lignée endothéliale. Les mémes polymorphismes

nucléotidiques (SNP) sont détéctées. Ces 13 SNP caractérisent les trois haplotypes d'EPCR.

En se basant sur ces résultats, un haplotype est attribué a chaque lignée cellulaire : les
lignées de tumeur mammaire MDA-MB231 et ovarienne OVCAR-3 portent I'naplotype A3 a
I'état hétérozygote. La lignée de tumeur pulmonaire A549 porte I'haplotype A3 a ['état
homozygote. Ces résultats corrélent, parfaitement, avec le taux d'EPCRs dans le milieu de

culture de chaque lignée cellulaire.

En conclusion, la PCA fixée a son récépteur, confére aux cellules cancéreuses des effets
cytoprotecteurs et promeut leur déssimination meétastatique. Aussi, la conservation des séquences
codant pour I'EPCR constitue une preuve quant au rble de ce dernier dans la physiopathologie
cancéreuse. Enfin, un dosage combiné d'EPCRs et de CA125 peut nous fournir un outil puissant

de suivie de la progression de la pathologie cancéreuse ovarienne.
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Abstract. Coagulation disorders often accompany cancer onset
and evolution, which, if not properly managed, could have grave
consequences, Endothelial protein C is an important regulator
of homeostasis and acts through its high aff nity binding to
its transmembrane receptor {EPCR). Soluble (sEPCR) which
results from the proteolytic cleavage of the membrane bound
form can trap activated endothelial protein C and deprive it
of its anti-coagulant function. In this study, the expression of
EPCR and its soluble form (sEPCR) released into plasma as
a result of proteolytic cleavage were investigated in ovarian,
breast, lung and colorectal cancer biopsies, as well as in ascitic
cell clusters and peritoneal fuid from ovarian cancer samples.
In parallel, breast, ovarian, lung and colorectal cancer cell lines
were investigated for the expression of EPCR. The integrity of
the EPCR gene sequence as well gene haplotypes were ascer-
tained in the established cancer cell lines in order to understand
their eventual regulatory functions, The results from the present
study indicate that in cancer patients, the levels of sSEPCR are
signif cantly higher than the normal range compared to healthy
volunteers, The increase in the levels of sSEPCR parallels the
increase in CA125, showing a close correlation, Therefore, the
detection of sSEPCR in cancer and during the post-treatment
period could be taken into account as an additional marker
that could re-inforce the one obtained using CA125 alone as a
marker of cancer cell mass,
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Introduction

The search for newer and more reliable biomarkers is a continuing
tesearch endeavour. Biomarkers are crucial in narrowing down
on a precise diagnosis and are equally important during the
follow-up stage in disease management. Preliminary experi-
ments i our laboratory indicated that endothelial protein C
could be a possible biomarker candidate,

The endothelial protein C along with its receptor displays
pleiotropic functions. One such recognized function is its role
as an important regulator of homeostasis, besides being impli-
cated in the systemic response to acute inf ammation. Protein C
zymogen binds to endothelial protein C receptor (EPCR) with
high aff nity and stimulates its activation via the thrombin-
thrombomodulin complex, Activated protein C (aPC), together
with its co-factor, protein 3, degrade factors Va and Villa and
thereby interfere with thrombin generation (1-3)

EPCR is atype | transmembrane glyeoprotein (CD201) that
shares considerable homology with the major histocompatibility
complex (4). EPCR is known to be constitutively released in the
plasma in a free soluble form as a result of proteclytic cleavage.
This soluble form of EPCR (SEPCR) has the ability to trap free
aPC, thereby depriving it of its anti-coagulant function within
the surrounding environment (5,6). It has been shown that the
shedding of EPCE by human umbilical cord endothelial cells
(HUVECs) is effectively regulated by TL-1f and TNF-a, and
downstream by MAP kinase signaling pathways and metallo-
proteinases (7).

During acute inf ammation, a signif cant increase in circu-
lating sEPCR 15 observed which in turn could provide an
early biological marker of sepsis outcome (8). 1t 15 known that
cytokines, such as IL1-p, and TNF-u, as well as endotoxing, can
attenuate the expression of EPCR which then leads to diminution
in plasma aPC (%) However, the nature of the anti infammatory
action of aPC remams unclear,

The EPCE gene carries 13 single nucleotide polymaorphisms,
which def ne 3 haplotypes, One of these haplotypes, A3, encodes
a protein, which is more sensitive than the other two to the action
of shedding enzymes, which can result in a marked increase in
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the level of sSEPCR. The presence of the A3 haplotype therefore
coincides with the presence of a high sEPCR level, the latter
being a candidate risk factor for venous thrombosis (10-12),
Interest in EPCRAPC in relation to tumor biology is gaining
momentum with the appearance of an increasing number of
publications {13-16),

The appearance of high levels of sSEPCR in malignant tumors
during disease and during relapse could have an implication in
venous thrombosis and if detected early enough could serve as
a useful indicator and therefore, preventive measures could be
taken. Taking this evidence into consideration, we undertook a
detailed study of aPC/EPCR not only in a large cohort of tumor
biopsies, patient ascitic Tuid and plasma, but we also extended
our study to include i vifro culiured tumor cell lines,

Materials and methods

Reagents. Reagents were obtained from the following sources:
primary anbihody AF2245 against EPCR (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA)L primary antibody ATAP2 against
PAR-1 {Invitrogen, Carlshad, CA, USA): biohinylated anti-
rabbit, anti-mouse and anti-goat TgG, streptavidin-Tuorescein
conjugate (Amersham, Buckinghamshire, UK); rabbit anti-goat
HEP { DakoCytomation, Glostrup, Denmark); phyvcoerythrin-
coupled anti-P-gp antibody (Millipore, Billerica, MA, USA);
human recombinant aPC (Lilly, Suresnes, France);, U026 and
wortmannin (Calbiochem, San Diego, CA, USAL The recom-
binant form of human aPC marketed as Xigris, was obtained
from Eli Lilly (Indianapolis, IN, USA) The PCR primers were
designed with the Primer3 program, BLAST verified, and
synthesized by Eurobio (Les Ulis, Francel

Cells. The human cancer cell hines used were: ovarian
(OVCAR, ATCC), breast (MDA-MB231 ATCC), lung
(AS549) and colorectal (HT-29, HCT-8R ATCC). Cells were
cultured in RPMI-1640 medium containing 10% fetal calf
serum, penicillin (30 U/ml), and streptomycin (30 pg/ml) and
incubated in a humidifed atmosphere containing 5% CO. at
37°C, as recommended by the supplier (PAA Laboratories
Inc., Etobicoke, ON, LUISA).

Conditioned medivm, Cells, seeded in two 25-cm® fasks, were
grown to B4 confuency and then incubated in 1 ml serum-
free culture medivm, aPC (10 pg/ml) was added to one fask,
while the second one, without aPC, served as the contral, Cells
were pelleted by centrifugation after 18 h and the conditioned
medium was collected and aliquoted.

Plasma, ascites and mononuclear cells
Plasma samples. Blood (n=79) samples from patients with
ovatian cancer were oblained from the Oncology Department
of Hotel-Dien Hospital {Paris, France) after informed consent,
in accordance with the rules of the revised Helsinki protocol, A
total of 79 patients with an age range of 33-90 vears (mean + S0,
62414 years) were selected, Patients received anti-coagulants,
Ascitife celly, Peritoneal Toid from 23 cancer patients of the
Hospital Hitel-Theu was collected, As ascile evacuation is part
of the routine management of patients, only oral consent was
obtained from them, Cells from ascitic uid were pelleted by a
short spin at 1,000 rpm and the supernatant was collected,

DUCROS er ol sSEPCR AS A POSSIBLE BIOMARKER IN OVARIAN CAMCER

EPCR-specific antibody production. Three EPCR-specific
peptides were chosen based on information provided by the
crystallographic structure (21} and with the aid of the Cn30 4.1
program for the tridimensional structure of EPCR. The
EPCR-specif ¢ peptides synthesized were as follows: peptide
fo, 1, SI-GGHLT HVLEG PDTNT TIIQL-T0; peptide no. 2,
68-1QLOP LOEPE SWART QSGLOQ-8T, and peptide no, 3,
157-TSGVY TFTLQ QLNAY NETRY-176. One of the peptides
{peptide no. 3) contained three essential residues required
for aPC binding (Q166, R173 and T174). The peptides were
KLH-coupled and imected in combination with Freund's adju-
vant every two weeks into Mew Zealand white rabbits (150 to
300 pg per injection) provided on contract by Agro-Bio (La Ferté
St. Aubin, France), followed by immunoglobulin purif cation.
The  fth and last antigen injection was on the 56th day and sera
from rabbits were collected on the 77th day. The specifity of
polvelonal antibodies to peplides was tested using a competition
assay by the ELISA method using purif ed peprides,

Tmmunolabefing. The presence of EPCR proteins in cancer
cells was revealed by immunocytochemistry as previously
described (171 As the controls, isotypic antibodies were usad
in parallel and the nuclei were DAPL-labeled. FACS analysis
was performed on cells detached by accutase (PAA) treatment
and immunolabeled as previously described (17) with EPCR
(20 pg/ml) antibody and compared with the isotypic control.
Ascitic cells were examined as previously described (17). Cells
were ohserved atter stmining with methylene blue and eosin,

Tissue microarray (TMAL EPCR expression was examined on
4 mm-thick routinely processed parafin sections of tumor biop-
sies as described by Raf i et af (18). Four different TMAs were
prepared, Ovarian cancer TMA contained 146 samples (hefore
treatment, n=84 and after treatment, n=62), breast tumor TMA
120 samples, while colon cancer TMA had 30 samples and the
lung cancer TMA had 24, EPCR proteins were revealed by
f uorescent immunolabeling and compared to the controls using
isolypic antibodies.

sEPCR-ELISA assay. sEPCR in cultured cell supernatants
and in ascitic Tuid was measured using Asserachrom sEPCR
immunoassay as recommended by the commercial supplier
{Diagnostica Stago, Parsippany, N1, USAL

Rerverse franseription-polymerase chain regetion (RT-PCR)
analysis, The cancer cell RNA extracts were prepared using
the Mucleospin RNA-TI kit (Macherey-MNagel EURL, Hoerdt,
France). Following reverse transcription [ Mu-MLV reverse
tramscriptase and oligofdT) primers], PCR was performed
with TagDMNA polymerase (Gibeo-BRL, Paisley, UK). Specifc
primers for EPCR synthesis were as follows: sense, S-CAA
CTTCAG GAT GTT GAC AA-3 antisense, 5-CTA CAG CCA
CAC CAG CAA T-3 1o yield a product size of 692 bp (18). The
PCR products, along with a 100-bp TINA ladder, were analyzed
by electrophoresis on agarose gels contaiming ethidium bromide.

Crene sequencing The cancer cell RNA extracts were prepared
and subjected to reverse transcription as described above.
Cancer cell DNA extracts were prepared using the Nucleospin
Tissue kit (Macherey-Nagel EURL), Genomic DNA and cDNA
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A
EPCR peptides | a3 sequences
[ 51 $1- GGHLT HVLEG PDTNT TIIQL- 70
P2 68 - IQLOP LQEPE SWART QSGLQ - 87
P3 157 - TSGVV TFTLQ QLNAY NRTRY - 176
Contains APC binding (Q166, R173 and T174)
B
00
CD450nm
00
’ A
1500 — Rab. ANk P3 (+£3)
s Rab. At P3 (-73)
1000 e P g/l
- ‘/\ o TMA total EPCR+ EPCR - % +
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1 1000 2000
06¢2682 62 37 25 59.6

P3 concentration 1—> 2000 pg/ml

Figure |. Preparation of anti-EPCR antibodies for in sitie detection of EPCR in ovarian cancer biopsies. (A) The three EPCR-specifc peptides (P1, P2 and P3)
were chosen based on information provided by the crystallographic structure and synthesized. {B) The specif city of the polyclonal antibodics to these peptides
were tested by ELISA using a competition assay and purif ed peptides. (C) e sisu detection of EPCR performed using immunohistochemistry of EPCR on ovarian
cancer tissue microarray. (C-1 and -2) EPCR was revealed cither by standard peroxydase staining befor treatement and (C-3) after treatement. (C-4) Negative
control, performed with an isotypic antibody (initial magnif cation, x20). Results are representative of three independent experiments, cach of which gave similar

results. The results were analysed and are presented in (D). Rab, rabbit.

samples were shipped on dry ice to the Qiagen Sequencing
Service. Samples were amplifed with HotStarTaq Plus DNA
Polymerase using custom-made primers, designed by Qiagen.
These primers were selected according to the EPCR sequence
available under GenBank accession nos. AF106202 or BC01445.
Reference AF106202 includes the entire gene and promoter
region (8,167 bp) whereas BC01445 represents the mRNA
(1,381 bp). Both strands of DNA were sequenced with BigDye
3.1 Terminator Chemistry (Applied Biosystems, Carlsbad, CA,
USA), using the ABI Sequence Analyzer 3730XL. The genomic
DNA sequence was aligned with the GenBank reference
sequence AF106202 whereas the cDNA sequenced was aligned
with BC01445,

Results

Detection of protein C receplor in situ in ovarian cancer.
Three rabbit anti-EPCR-specific peptides were produced.
One of these peptides (peptide 3) contained an aPC binding
(Q166, R173 and T174) domain (Fig. 1A). The specifcity of
these antibodies was tested using a competitive immune assay
based on the binding competition between rabbit anti-peptides
and the corresponding peptide, Results are presented only for
peptide 3 (Fig. 1B). These antibodies were used for the immune
analysis of EPCR in the present study, EPCR expression in sifu
was evaluated in various cancer biopsies by TMA using anti-
peptide 3 antibody. As presented in Fig. 1C and D, of the 146
biopsies from ovarian cancer tested before (n=84, Fig. 1C-]

and C-2) and after (n=62, Fig. 1C-3) treatment, 90.47 and 56.6%
of biopsies were positive for the protein C receptor, respectively.
The control is presented in Fig. 1C-4.

Similarly, EPCR was detected in 20 out of 24 lung cancer
biopsies, representing approximately 80% of positive samples in
this case. Also, of the 30 colon cancer biopsies tested, 20 (65%)
were positive for EPCR expression (data not shown). Therefore,
the presence of EPCR in tumors, whatever their origin, seems to
be, more or less, common.

Evaluation of sSEPCR in ascitic cell clusters, fuid samples and
plasma from ovarian cancer patients. Twenty-three ascitic fuid
samples and their foating cell clusters were also screened for
the presence of EPCR (Fig. 2). The data in Fig. 2 indicate the
presence of membrane-bound EPCR detected by immunohisto-
chemistry (Fig. 2B), while the isotype control remained negative
(Fig. 2A). All ascitic cell clusters were found to be positive for
EPCR protein expression. Similar results were also obtained
when we used rabbit anti-EPCR peptides as the probe (data
not shown). These results were then conf rmed using RT-PCR
analysis. Cells in the foating aggregates (clusters) were found to
transcribe the EPCR gene as an amplifed band consistent with
the predicted size (Fig. 2C).

The quantity of sEPCR in ascitic supernatants and plasma
from ovarian cancer was assessed by ELISA. All samples tested
positive, and exhibited a concentration well above the baseline
plasma value of 100 ng/ml (Fig. 2D). Ascite samples (91%)
tested positive, revealing a concentration noticeably higher than
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the plasma baseline value estimated at 100 ng/ml. The above
cited results correlate with fhrin deposits generally observed
in ascites (data not shown). Finally, in plasma samples from
ovarian cancers, once again, T0% of the samples revealed a
concentration well above the baseling plasma value (Fig. 2ZEL

sEPCR expressed by ovartan cancer celfls may be g blomarker
of cancer onsef. We assessed by ELISA the quantity of sEPCR
and detectable CA125 in a relatively small number (n=29) of
patients with ovarian cancer before treatment. This allowed us
o establish, using the Spearman's test, a positive correlation
between plasma sEPCR and CAI25 in the patient population
iSpearman's coefT cient, Rho = 0.36),

We divided all patients into two subgroups: group 1 {n=12)
with the amount of plasmatic sEPCR below the baseline (68
to 117 ng/ml) and group 2 (n=17) where the concentration of
sEPCR was noticeably higher than the plasma baseling value
(140 to 250 ngiml, n=17). The results are presented in Table 1.

The median value obtained was 68.5 ng/ml for sSEPCR
and 197 ng/ml for CA125 in the Frst group and 198 ng/ml for
sEPCR and 339 ng/ml for CAI25 in the second group, The
results obtained show that in the second group, when CA125
increased by 1.72-fold, the amount of sEPCR also increased by
2.8-fold. Thus, in the second group, there was a positive correla-
it between sEPCR and CA125, indicating that sEPCR could
be measured as an indicator of ovarian cancer along with the
currently vsed measure of CA125,

CVCAR-3 ovarian cancer cell {ine expresses PAR-T antizens,
CDI33 and CDIIT Analysis by eytomeiry of OVCAR-3
cells using CD33 and CDT antibodies revealed a positive
imimune reactivity with these. The representalive experiments
presented in Fig. 3A show that 65.2% of OVCAR-3 wild-type
cells expressed CDI33, while 42% of these cells expressed both
CDIA3 and CDN17. The same results (70-75%) were obtained
using CD133 microbeads. As CDI33 and CDN17 are recognized
markers of pro-stem cells, their presence tends to favour the idea
that OVCAR-3 cells carry pro-stem cell characteristics,

Due to the crucial role of PAR-1 in EPCR function, we
tested the presence of this protein in OVCAR cells. As shown in
Fig. 3B, these cells express the PAR-1 protein, This {nding was
also conf rmed by Fow evtometry (data not shown),

Expression of EPCR by the QVCAR-3 cancer cell line. EPCR
expression in OVCAR-3 cells was evaluated, RT-PCR (Fig, 44A)
and FACS analysis (Fig, 4B) indicated that both EPCRE mRENAs
and proteins were detectable in these cells, Other cell lines,
derived from lung (AS549), colorectal (HT-29) and ileocecal
(HCT-8R) cancers, were also screened for EPCR transcription
by RT-PCR amplif cation, Analysis of the product of RT-PCR
by gel electrophoresis exhibited a prominent amplif cation band
for all three cell lines, The band size was consistent with the
predicted size for EPCR (Fig. 44)

The integrity of the coding sequences and the EPCR gene
locus was further serutinized through sequencing of the EPCR
cDMNA and the EPCR gene, The sequence obtained was compared
10 & consensus sequence corresponding to the endothelial gene,
It was observed that the cancer cell and endothelial cell EPCR
haplotypes share similarity with respect to single nucleotide
polymorphisms (SMNPs). For this purpose, both genomic and
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Table [ Quantif cation of EPCR and CA125 in all the patients.

A, group 1
Patients EPCRE, ng/ml CAI12510
1 i) 54
2 Bh #3
3 64 84
4 (] 114
5 57 127
] 117 195
7 85 RO
% 57 273
] &2 279
10 43 3695
11 Il 553
12 1] BaT
Median 645 197
B, group 2
Patients EPCE, ng/ml CAIZ5 J0
1 146 306
2 229 99.4
k) 250 101.3
4 170 122
5 150 140
] 143 143
7 162 265
] 130 296.1
O 180 330
10 291 370
11 198 38T
12 251 GioE
13 274 a8
14 140 928
15 253 Qdn
16 230 1130
17 234 3620
Median 193 139

Grroup 1 compnised 12 patients with a sSEPCR level below the baseling (68
to 117 ng/ml ). Group 2 comprised patients with a sSEPCE level noticeably
higher than the plasmatic baseling level (14010 2530 ng'ml, n=17).

cDNA were sequenced for OVCAR and MDA-MB231 cell
lines, whereas only ¢DNA was sequenced for AS49, HCT-8R
and HT-29 cells, The cDMNA and genomic DNA sequences were
compared with BCO1445 {1,381 bph and AF106202 (8,167 bp)
GenBank loci, respectively (Fig. 4). We detected the 13 SMPs
already described in endothelial cell genes (Saposnik e al) (113
In addition, within the SUTR region, a thymidine insertion
{locus 260) and an adenosine deletion {locus 840) were found
in both MDA-MB231 and OVCAR cells. Moreover, a SWP was
observed between the second and the third exon for both cell
lines (C3727T), Two other SNPs (GT265C and TE153C) were
detected only in the OVCAR cells within the 3UTR region,
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Figure 2, Immunodetection of EPCR in ascitic cell clusters, ascitic fuid and plasma from ovarian cancer patients. (A) Isotype control monoclonal anti-EPCR
antibody used for the detection of cell-associated EPCR in ovarian cancer cell clusters from ascites (B). These results were conf rmed by RT-PCR using
specifc primers for EPCR in several patients, Lanes 3 and 4 show results obtained for two distinet patients. Lane | shows the DNA ladder used as marker

of fragment size and lane 2 represents the negative control, The expected 692-bp fragment was observed as shown in lane 4, The amount of SEPCR in (D)

23 samples from ascitic fuid and (E) 79 plasma samples from ovarian cancer patients was quantif ed by ELISA
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Figure 3, Immunoanalysis of the ovarian cancer cell line, OVCAR-3. {A) Three
subpopulations of OVCAR cells were identif ed by the cell sorter, They were
CDI133" (65,2%), CDI1337/CDI117" (42.4%) and CD133" (8.9%). (B) PAR-I
immunocytochemistry, OVCAR cells were grown on glass bottom chamber
shides, f'xed and successively incubated with PAR-1 antibody, appropriate
biotinylated secondary antibody and FITC-streptavidin, Isotyvpe antidodies
were used in parallel and the nucler were DAPI-labeled. Initinl magnif cation,
x400, Scale bar represents 10 pm
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Figure 4. EPCR gene sequence analysis from ovarian, breast, lung and colorectal cancer cell lines. (A) Gel electrophoresis of EPCR (RT-PCR products) of
ovarian (OVCAR), lung (A549), colorectal (HT-29) and ileocecal (HCT-8R) cancer cell lines. Expected bands of 692 bp were observed as shown and the con-
trol without nucleic acid (Neg ctrl) remained negative. (B) Flow cytometry analysis of EPCR in OVCAR. The solid line shows EPCR staining and the isotype
control as represented by the shaded area. The cytogram gate is displayed in the upper corner. (C) Breast and ovarian cancer cell EPCR DNA alignment with
GenBank data (reference no. AF106202). (D) Ovarian, breast, lung and colon cancer cell EPCR ¢cDNA alignment with GenBank data (reference no. BC01443).
DNA and ¢DNA extracts were shipped to the Qiagen Sequencing Service. Both DNA strands were sequenced and nucleotides were numbered according to
the appropriate GenBank reference no. The 13 single nucleotide polymorphisms (SNPs) initially described in endothelial cells were also found here allowing
us to designate 3 haplotypes (Al, A2, A3). Exons are presented as vertical rectangular blocks: darkly shaded regions are the ones that are transcribed. Black
arrows indicate the SNPs. Gray arrow shows a promoter region. The '’ indicates positions of bases that the commercial f rm, Qiagen, was uncertain of; it can

represent any one of the four bases.

OVCAR, a human ovarian adenocarcinoma cell line carries
both C and T at the nucleotide position 3787 and both A and G
at nucleotide position 6936 (Fig, 4C). This ref'ects a heterozy-
gosity for Al and A3 haplotypes. In the same manner, the breast
cancer cell line, MDA-MB231, is heterozygous for A2 and A3
since only C is detected at position 3787, which is located in
intron 1, while both A and G are found at position 6936.

The data in Fig, 4D show that the lung cancer cell line, A549,
is homozygous for the A3 haplotype, since exon 4 contains G
nucleotides at loci 738 and 817. Similar analysis revealed that
both colorectal and ileocecal cancer cell lines (HT-29 and
HCT-8R) carry the A2 haplotype in the homozygous form,

It is interesting to note that A3 carriers were found to be
associated with a large amount of SEPCR shed into their culture
medium, It was observed that one million A3 homozygous
A549 cells shed approximately 4,250 ng/ml of sEPCR, whereas
A3 heterozygous MDA-MB231 and OVCAR cells shed only 450
and 145 ng/ml per million cells, respectively (data not shown).

Discussion

Data generated recently in our laboratory encouraged us to
investigate the role of aPC/SEPCR in ovarian cancers. In the
present study, we adressed the question of SEPCR and its levels
of expression in ovarian and other cancers, as well as in estab-
lished cancer cell lines. Our aim was to { nd out whether sEPCR
could be a candidate biomarker.

Our data provide evidence of the presence of EPCR in
ovarian cancer cells and also in a large cohort of tumor biopsies.
The release of sSEPCR is signif cant since its secretion in the
plasma of patients with ovarian cancer is related to enhanced
cell survival, invasion and immune down regulation. However,
the mechanisms behind this remain to be elucidated. It is of
vital importance, in routine clinical practice, to avail of reliable
markers of tumor behaviour. CA125 is the currently used marker
for ovarian tumors. An additional biomarker of tumor cells, if
revealed, would contribute towards making a sounder diagnosis.
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EPCR proteins were detected fn situ, by antibodies against
the synthetic peptides of EPCR. In ovarian cancer {90.47%), in
the breast (0%, lung (80%) and colon (653%) cancer biopsies.
The relatively low percentages of positive samples observed
could be an underestimate as TMA samples may contain,
besides tumor cells, necrosed tissue or the biopsy may simply
imigs the tumor nodule and aspirate adipose and/or tumor adja-
cent healthy tissue. However, TMA analysis of ovarian cancers
after treatment showed a decrease in EPCR immunostaining,

aPC is a key inhibitor of Fhein formation. Other than hemo-
stastic function, aPC is also known to exert pleiotropic effects,
depending on the cell types expressing EPCR. Among others,
aPC interferes with the endothelial cell p53 pathway (19,20). It
also promaotes endothelial cell proliferation through the MAPE
and PI3K signaling pathways (20-22). Cancer cells expressing
EPCR may therefore benefit from the cytoprotective effect
imparted by aPC (23). Scheffer er af found a high expression of
EPCR in a large panel of tumor cell lines and interpreted this
in the light of the role of EPCR in coagulation {13). Beaulien
and Church (16) claimed that aPC increases breast cancer cell
invasion and chemotaxis through EPCR and PAR-1. These fnd-
ings are demonstrative of the importance of EPCR expression in
mmor cell behavior (171 OF note, the OVUAR-3 cell line used
in the present study was found to express high levels of CD133
and CD117, which are markers characteristic of pre-stem cells,
We also noticed an increased expression of PAR-1, which is a
known cotactor for the EPCR signaling pathway in cancer cells,

In addition, we found that ovarian cell-associated EPCR
is functional. Treatment of cancer cells with aPC induced cell
survival that could be inhibited by the neutralizing antibody,
anti-peptide 3. The study of ascites from patients showed that
EPCR in the soluble form (sEPCR) could be detected on the
cancer cell membranes as well as in the ascitic fuid. In the ascitic
fuid, membrane-associated EPCR, via aPC, can inhibit fhrin
formation and participate in fuid expansion in ovarian cancer,
whereas under intravascular conditions, sEPCR, due to its trap-
ping action, may be a leading cause of hypercoagulable state
associated with cancer.

RT-PCR analysis detected the presence of EPCR mRNA
in ascitic cell clusters of ovarian cancers, OVCAR-3 cells and
several other tumor cell lines, such as breast {MDA-MB231),
lung (A549) and colorectal (HT-29, HOT-ER). The presence of
EPCR-specif c mENA is in line with and conf rms our obser-
vation by TMA analysis.

The increase in expression levels of EPCRASEPCR observed
by immune antibodies and TMA was further corroborated by
examining the sequence integrity of the EPCR gene and its
mBENA transeript. This allowed us to characterize the cancer
cell haplotypes which ref ects one of the originalities of the
current study. EPCR gene sequencing provided evidence
for A3 haplotype expression in heterozygous (OVCAR and
MDA-MB231) and homozygous (A549) forms. OF note, among
the 10 alleles sequenced, 4 represented the A3 haplotype,
which is a non-negligible { gure. Knowing the frequency in the
healthy population (7%), it is questionable whether the values
we obtained indeed refect the malignant nature of the cells
studied (113 1t might be pertinent to compare the haplotypes of
tumor and healthy cells of a patient to see whether the genotype
changes with malignancy. The A3 haplotype favors the proteo-
Iytic cleavage of EPCR and is thus associated with increased
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plasma levels of sSEPCR (11). It is interesting to note that the
cultured cells carrying the A3 haplotype shed large amounts
of sSEPCR into the medium. Elevated sEPCR plasmatic level
increases the risk of venous thrombosis (11,247, Thus, cancer
cells that express the A3 haplotype may expose patients to a
higher risk level. The A3 haplotype and elevated sEPCR, both
of which are inter-related, contribute synergistically to the
thrombaophilic state in ovarian cancer patients {24),

The results from our study present strong evidence in favour
of the role of EPCRSEPCR in tumor cells, whether in tumor
biopsies or in established cancer cell lines. There is a clear
increase in sSEPCR concomitant with the existence of malignant
cells,

CAI25 is the currently used marker for ovarian tumors,
Mevertheless, on the basis of our observations, we propose that
the measurement of plasma sEPCR at regular intervals during
the remission period in cancer patients, particularly those with
cancer of the ovaries, may provide clinically relevant infor-
mation and perhaps an early signal warranting attention. The
measurement of sSEPCR and CA123 simultaneously in ovarian
cancer patients could go a step further towards providing a
sounder diagnosis.
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ARTICLE N°4

Le récepteur plasmatique endothélial de la protéine C
influence la réponse immunitaire innée dans le cancer de
I'ovaire en diminuant la population de cellules tueuses

naturelles (NK) et les cellules auxiliaires TH17

Plasma endothelial protein C receptor influences innate immune response in ovarian

cancer by decreasing the population of Natural Killer and TH17 helper cells.

Azzazene Dalel, Al Thawadi Hamda, Al Farsi Halema, Besbes Samaher, Geyl Caroline,
Mirshahi Shahsoltan, Pardo Julia, Faussat Anne Marie, Jeannette Soria, Therwath Amu, Pujade-

Lauraine Eric, Mirshahi Massoud

PLos ONE , 2013

L'implication des systemes de régulation de la coagulation et la fibrinolyse dans les
processus physiopathologiques est une évidence. En diminuant le dép6t péri-tumoral de fibrine,
la protéine C et son récepteur jouent un role capital dans I'oncogenése et la dissémination
métastatique. Aussi, ce systéeme est capable de moduler d'autres processus biologiques, et
détourner leurs mécanismes en faveur de la croissance et la progression tumorales. Ainsi, la
protéine C activée (PCA) peut moduler les réponses immunitaire et inflammatoire associées a un

contexte néoplasique.

En outre, 'EPCR membranaire peut étre relaché dans le plasma, suite a l'action de
métalloprotéases. 1l en résulte une forme libre capable de fixer la PC et la PCA et de bloquer leur
fonction anticoagulante. Dans un travail précédent, nous avons montré que certaines tumeurs
solides exprimaient I'EPCR et que ce dernier, une fois solubilisé (EPCRs), peut constituer un
biomarqueur clé de la pathologie cancéreuse, notamment, chez les patientes atteintes du cancer
de l'ovaire. L'EPCRs, en séquestrant la PCA, pourrait aussi jouer un réle dans la réponse

immunitaire innée, associée a la pathologie cancéreuse ovarienne.
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L'objectif de cette étude est de mettre en évidence et caractériser le rdle de 'EPCRs dans

la modulation de la réponse immunitaire innée, dans un contexte tumoral.

Dans ce travail, nous avons étudié, par Cytokine array, I’effet de la PCA sur la sécrétion
de cytokines par des cellules d'adénocarcinome ovarien humain (NIH:OVCAR-3, abrégée en
OVACAR-3).

Les résultats ont montré que, la stimulation des cellules OVCAR-3 par la PCA, induisait
une augmentation de la sécrétion de 23 cytokines telles la TARC (Thymus and activation-
regulated cytokine), la TECK (Thymus expressed cytokine, CCL25) , I'lL-2 et la thrombopoiétine
(TPO), protéines connues pour leurs effets pléiotropes et leur implication dans le développement
des lymphocytes T. Ces cytokines constitueraient, également, des chémoattractants pour les

lymphocytes B et T.

Ensuite, nous avons effectué¢ un dosage d'EPCRs dans des prélevements de plasma
provenant de patientes atteintes du cancer de l'ovaire. Toutes les patientes étaient positives a ce
dosage et 61% d'entre elles présentaient un taux supérieur a la concentration plasmatique de

référence.

En nous basant sur ces résultats, nous avons divisé notre population de malades en deux
groupes : i) taux d'EPCRs < 100 ng/ml; ii) taux d'EPCRs >100 ng/ml. Pour chaque groupe, nous
avons étudie le profil de cellules immunitaires circulantes et des cytokines et interleukines
sécrétées et etabli des corrélations négatives ou positives entre les profils générés et le taux
d'EPCRs dose.

Notre étude révéle que I'EPCRs influence, qualitativement et quantitativement, la réponse
immunitaire chez les patientes atteintes du cancer de I'ovaire. Notamment, nos résultats montrent
une régulation négative des cellules tueuses Natural killer (NK) et des cellules auxiliaires Th17.
Le rble des cellules Th17 dans le cancer n'est pas encore élucidé. En revanche, ces cellules sont
connues pour leur capacité d'induire une réponse inflammatoire, dans les maladies infectieuses

ou auto-immunes.

En conclusion, I'EPCR sous sa forme soluble, en limitant la disponibilité de la PCA,
semble jouer un réle dans le comportement sécrétoire des cellules tumorales (cytokines et

interleukines) qui, a leur tour, régulent la réponse immunitaire innée.
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La compréhension des mécanismes d'action de ces acteurs de la réponse immunitaire et
leur régulation par I'EPCRs, dans un contexte néoplasique, permettrait d'identifier des cibles
thérapeutiques et de mettre en place des stratégies de traitement personnalisées, en fonction du

profil de chaque patient.
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Plasma endothelial protein C receptor inf uences innate
immune response in ovarian cancer by decreasing the
population of natural killer and TH17 helper cells
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Abstract. In spite of the growing importance of endothelial
protein O receptor/active protein C (EPCR/APC) in tumor
biology, their impact on immunological homeostasis remains
largely unexplored. The objective of this study was to assess
whether soluble plasma endothelial protein C receptor (sSEPCR),
which is a regulator of circulating aPC, 15 involved in innate
immune response in cancer patients, In the Ovear-3 ovarian
cancer ling, the role of aPC in secretion of cytokines was
analyzed. In parallel, in 33 patients, with a diagnosis of ovarian
epithelial cancer, sEPCR was gquantifed, blood immune cell
phenotypes were determined by fow eytometry and plasma
cviokines were evaluated using a protein array, Spearman’s
rank correlation coeff cients {r) and coefT cient signif cance was
determined by a statistical hypothesis test (p=0.05), Our results
show that i) aPC induced the secretion of several cytokines in
Owcar-3 cells; i1) 61% of patients exhibited a concentration of
plasma sEPCR well above the baseline (normal plasma level,
100228 ng/ml ni) comparig immune cell phenotypes in
patients having a normal level of sSEPCR with those having
a high level of sEPCR, it was found that sEPCR levels were
correlated with high intensity of cells expressing CD43ra, CD3,
CD8, CD23 and low intensity of cells expressing CDE6 (NK
cells), CD294 (TH2 cells), 1L-2, 1L-10, IL-17a (THI1T cells),
TL-21 (TH21 cells) and CD29 markers (¢ =0.60); and iv) high
levels of sSEPCR correlate with high levels of plasma bioactive
proteins such as insulin-like growth factor-2 (IGFI), 1L-13ra,
macrophage mf ammatory protein (MIP1a) and matrix metal-
loproteinase-7 (MMP-7) that have already been proposed
as hiomarkers for ovarian cancer and particularly those with
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Université Pierre et Marie Curie, Paris-V1, Université Paris Descartes,
Paris-V, 15 Rue de 'Ecole de Médecine, 73006 Paris, France
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ovarian cancer, natural killer cells, T helper cells

poor prognosis. In conclusion, sEPCR produced by ovarian
cancer cells, by modulating cireulating aPC, infuences the
secretory behavior of tumor cells {cytokines and interleukins).
Consequently, sEPCR in turn acts on the innate immune
response by decreasing effector cells such as natural killer and
T helper cells (TH2, THIT and TH21),

Introduction

Endothelial protein C is an important regulator of homeostasis
in addition to its invelvement in the systemic response to acute
infammation, 1t is known that circulating protein © zymao-
gens, secreted by liver, binds to endothelial protein C receptor
{EPCR) with high aff nity and stimulates its activation via the
thrombin-thrombomodulin complex, The activated protein C
{aPC), together with its cofactor protein 3, degrades factors Va
and VIla and thereby interferes with thrombin generation
and inhibits the coagulation cascade (1-3). EPCR exists as
membrane bound as well as free soluble form (sEPCR). sEPCR,
infact, can regulate the quantity of circulating aPC (4,5,

EPCR is a type | transmembrane glycoprotein that shares
considerable homology with the major histocompatibility
complex (6). EPCR is known to be constitutively released in
the plasma in a free soluble form as a result of proteolytic
cleavage. Soluble EPCR has the ability to trap free aPC,
thereby depriving the latter of its anticoagulant function
{within the surrounding environment) (4-6). The shedding of
EPCR is known to be regulated by 1L-1[5 (interleukin), TNF-u,
endotoxin, and via the MAP kinase signaling pathways in
human vascular endothelial cell line (HUVEC) (7h and by the
presence of EPCR AZ-haplotype homozygosis (8],

It 15 known that in severe sepsis aPC s also mvolved in
preventing thrombosis due to its anticoagulant action (%), A drop
in levels of protein C in severe sepsis is in fact always associated
with poor prognosis (10). Several studies have demonstrated the
anticoagulant and pro-fbrinolytic nature of aPC and also its
imvolverment in inf ammation (11 The involvement of certain
signaling pathways such as NF-xB (12) and WNT (13) were
also revealed. On the other hand, the infuence of aPC on the
immune system is far from clear today.
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With the recent appearance of an increasing number of
publications, the interest in EPCR/APC, in relation (o tumor
biology, is gaining momentum (14-17L In a previons study, we
demonstrated that several solid tumors express EPCR and that
sEPCR in patients with ovarian cancer could be a biomarker
of cancer expansion (18} In addition sEPCR was proposed by
us 1o be a biomarker of cancer associated hypercoagulability in
hiuman hematologic malignancies {19)

The increase in plasmatic level of sEPCR in cancer patients
leads to increased sequestration/capture and use of protein C,
This could affect or modulate thrombotic events and immune
inflammatory response. As of present, the question of how
sEPCR 15 involved in tumor immunology, however, remains
unclear. On the basis of our present {ndings we are inclined to
think that besides being a biomarker of cancer expansion and
cancer associated hypercoagulability (18,19) sEPCR (a regu-
lator of circulating aPC) could be involved in the innate immune
FESPONSE IN Ovarian cancer patients,

Materials and methods

Reagents, Reagents were oblained from following sources:
primary antibody AF2245 against the EPCR (R&D Svstems,
Minneapolis, MN, USA);, primary antibody ATAP2 against
PAR-1 (Invitrogen, Carlshad, CA, USAY, biotinylated anti-rabhit,
anti-mouse and anti-goat 1gG, streptavidin-fuorescein conju-
gate (Amersham, Buckinghamshire, UK); rabbit anti-goat THTRP
(DakoCyromation, Glostrup, Denmark); human recombinant
aPC (Lilly, Suresnes, France).

For phenotyping of immuno-inflammatory cells we
wsed FITC-anti-CD29, PE-anti-CD30, ECD-anti-CDE,
PCS-anti-CD25, PCT-anti-CD20, APC-anti-CDI14, APC
AFTO0-anti-CD435, APC AF750-anti-CIN6, FITC-anti-CD31,
PE-anti-CD2%4, ECD-anti-CD45RA, PCS-anti-CDI46,
PCT-anti-CD4, APC-ann-CD56, APC-AFT00-anti-CDI0,
APC-AFT30-anti-CD3 (all from Beckman Coulter, Roissy CDG,
France), FITC-anti-CD94, PE-anti-HLA-G, APC-anti-ROR-,
PercPey 5. 5-anthi-CDI6l, FITC-anti-1L2, PE-anti-1L21,
PCS-anu-FOXP3, PerepCy 5.5-anti-1L17A, APC-anti-TGFf
itransforming growth factor), PE-anti-CD133, PE-anti-1L10
jall from eBiosciences, Montrouge, France). The 174 and 100
biotin label-based human antibody array from RayBioTech
(Clindsciences, Montrouge, France) were used.

Cells. Ovarian cancer cell lines (Ovear-3, Skov-3, ATCC)
were used, Cells were cultured in DMEM medium containing
10% fetal call serum, penicillin (50 Ufml), and strepto-
mycin (50 pg/ml) and incubated i a humidifed atmosphere
containing 5% CO. at 37°C, as recommended by the supplier
(PAA Laboratories Ine, Etobicoke, ON, USA),

FPlasma and Mood mononuclear cells

FPlagma samples, Patients were aged =18 vears, with a histo-
logical proven diagnosis of epithelial cancer of the ovary with
asymplomatic disease in progression (detected by increase of
CA125 levels according to Gynecologic Cancer Intergroup
criteria), Ovarian tumors of low malignant potential or
non-epithelial ovarian or mixed epithelial mon-epithelial tumors
were excluded, Blood samples from patients (n=33) were
ohiained after informed consent, in accordance with the rules of

AFZATENE er af: INNATE IMMUNME RESPOMNSE AND PLASMA sEPCR

the revised Helsinki protocol and with Articles L. ALTIZI-1 1, L.
1221-8 and L, 1221-8-1, and following the Code of Public Health
(CEP), the plasmas were provided 1o ws with a label depicting a
code number without the name of the patient. All participants
provide their written consent W participate in this study and the
ethics committees CPP of Tle de France-1 (regional committee)
and Mational Agency for the Safety of Drugs and Health
Products (ANSM national commmittee) approved this consent
procedure and this study.

Maononuclear cells, PBMCs were collected from 33 cancer
patients at the Hospital Hotel-Then and mononuclear cells were
separated by Ficoll gradient centrifugation and then stored in
200 pl of DMSO {1076V FCS 90% at -B0°C,

Phenotyping of immuno-inf ammatory cells by immunocy-
tochemical analysis, Flow cytometry was carried out using the
30 antibodies as described in Reagents section.

Mononuclear cells were labeled with several antibodies
bound to different fluorescent agents. The conirols were
performed using corresponding isotype antibodies. The
cytometer used was a type analyzer LSRII {BD Bioscience,
Le Pont de Claix, France) to 9 colors and 4 lasers,

The antigens, detected on appropriate cells, were identif ed
and analyvzed by ‘DAVID Gene Concept” which is a functional
annotation tool. Tt allows ranking functional categories of sets
of genes and unraveling new biological processes associated
with cellular functions, The results are expressed as percentage
of cells for each blood sample. The analysis was done on the
area bound P1 representing lymphocytes. The protocol used in
this project was developed using samples obtained from fve
healthy females (aged 25-50 years).

Soduble EPCR-ELISA assay. Soluble EPCR in plasma fuids
was measured using Asserachrom sEPCR immunoassay as
recommended by the commercial supplier {(Diagnostic Stago,
Asnieres sur Sein, France),

Cytokine array
The effect of APC on the ovarian cancer cell line. To analyze
the pleiotropic role of APC, we examined the supernatant of
Orvcar cells using a protein cytokine array (RayBio® Human
Cytokine Antibody). This technigue is based on the principle of
‘sandwich immunoassay”, It comprises essentially of sereening,
in duplicate, 174 different membrane-coupled anti-cytokines
along with appropriate controls (experiments repeated 3 times),
Owvear-3 cells (10° cells per ml) were incubated in pres-
ence (or nof) of APC (200 ng/ml") in DMEM without fetal
call serum at 37°C in a humidified atmosphere of 5% CO,
for 24 h. Supernatants containing cytokines were retrieved
and the cytokines were allowed o couple with their specifc
antibodies previously immohilized on membranes. Membranes
were saturated for 2 h at room temperature with bovine
serum albumin (BSA). Incubation of array membranes with
supernatants (along with contrels) was carried out overnight
at 4°C using corresponding antibodies, After several succes-
sive washes, membranes were incubated in the presence of a
mixture of antibodies and anti-cytokines biotinylated at 4°C
overnight, Streptavidin, coupled with HRP, was added on
the membranes for 2 h at room temperature. The presence
of antibody coupled proteins was revealed by applying ECL
{enhanced chemiluminescence) to the membranes, according
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Figure 1. The effect of aPC on the ovarian cancer cell line. In order to analyze the pleiotropic role of active protein C (after treatments of ovarian cell line with aPC
for 24 h), we examined the cell supernatants using a protein cytokine array as described in Materials and methods (RayBio® Human Cytokine Antibody). The ratio
of values between cells treated by aPC and non-treated is shown. The positive control was considered as 1. Of the 174 proteins proposed in this test only 23 were
upregulated (ratio of cells treated by aPC vs. non-treated cells was =2). They are TARC, TEK, IL-2, TPO, ICAM-3, BLC, PDGF-BB, CNTF, I-TAC, LIGHT, SDF-
la, CTACK, TRAIL-R3, SCF, FLT-3 ligand, ICAM-1, BMP-6, FGF-7, MIP-1«, angiogenin, BDNF and FGF-6 while 14 proteins such as TGFa, TGFB, PECAM-1,
MIP-3a, SDF-1#, NGF-R, Siglec-5, BMP-4, prolactin, PARC, MIP-15 and TNFf# were downregulated (ratio cells treated by aPC vs. non-treated cells was <2).
The ratio situated beyond 4 was taken into consideration for the present study. The results indicate that aPC interacted with tumor cells and activated the seeretion
of several cytokines such as thymus and activation-regulated chemokine (TARC, CCL17), thymus expressed chemokine (TECK, CCL25), interfeukin-2 (IL-2),
thrombopoictin (TPO), intercellular adhesion molecule-3 (ICAM-3, CD56), B lymphocyte chemoattractant (BLC), platelet-derived growth factor-BB (PDGF-BB),
ciliary neurotrophic factor (CNTF) and T cell alpha chemoattractant (I-TAC) by ovarian cell lines.

to the recommendations of the manufacturer. Membranes
were then exposed to photosensitive fIm (Kodak, X-OMAT,
AR, USA).

The intensity of chemiluminescence captured on the photo-
sensitive f'lm was measured and recorded. After substracting
the backgroud noise, the results were expressed as a ratio of
chemiluminescence intensity of experimental versus control
spots, The positive control was considered as 1. Less than a -2
ratio value indicated a reduction of the cytokine and a value
greater than +2 indicated an increase in cytokine expression.

Plasma cytokine array. Plasma cytokine array was
performed using different membranes coupled with
100 anti-cytokines antibodies (RayBio Biotin Labeled-
based Human Antibody Array) as described above for cell
cytokines. Briefly, the membranes were incubated with
serum from ovarian cancer patients (diluted 10 times in
PBS and BSA 1%). Signal intensities were quantif ed with a
Bio-Imaging System MF-ChemiBis 4.2 (FSVT, Courbevoie,
France) and analyzed with Multi Gauge V3.2 software

(Fujif Im). For each spot, the net optical density level was
determined by subtracting the background optical level from
the total raw optical density level.

Statistical analysis. Statistical analyses were performed
using Prism 4.0 (GraphicPad) or Cricket Graph 111 (Computer
Associates International) software. Parametric statistical
analysis (mean + SEM, linear and exponential regression) was
performed using standard methods.

Spearman's rank correlation coeff cients (non-parametric
measures) were calculated using R software. Correlation of coef-
fcient signif cance was determined by a statistical hypothesis
test (@=0.05).

Results
Active protein C induces the secretion of cytokines in ovarian

cancer cell lines. The in vitro cell line, Ovcar-3 and cells of
ovarian tumor, share many biological properties, Both express
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EPCR and PAR-1 {18), Both ovarian cancer cells and ovarian
cell lines (Ovear-3 and Skov cells) could be targets for circu-
lating aPC or exogenously added aPC. Since these cells (18)
display certain makers of stem cells (CDI1T, CDI1337), we
looked for the infuence of aPC on the secretion of physiologi-
cally active proteins by the Ovear and Skov cells and analyzed
these proteins using a RayBioTech protein array method.

Of the 174 proteins proposed in this test only 23 proteins
were upregulated (ratio of cells treated by aPC vs. non-treated
cells was =2) while 14 were downregulated (ratio of cells
treated by aPC versus non-treated cells was <2). When ratio
was more than 4 it was considerad as a positive response.
As presented in Fig. 1 we observed that aPC induced the
secretion of several cytokines such as TARC (thymus and
activation-regulated chemokine, CCLIT), TECK (thymus
expressed chemokine, CCL235), 1L-2, TPO (thrombopoieting,
BLC (B lymphocyie chemoatiractant, CXCL13), PDGF-BB
iplatelei-derived growth factor-BE), CNTF (ciliary neuro-
trophic factor), -TAC (T cell alpha chemoattractant CXCLI1,
also called interferon-inducible T cell alpha) and 1CAM-3
iintercellular adhesion molecule 3, CDS6) in ovary cell lines
at high level ir =4). From the data obtained by gene code
analysis of all regulated bioactive proteins using DAVID
v6.7, we found that these proteins may be involved in cyto-
kineleytokine-receptor interactions and in immune responsas,

Evafuation of sEPCR in plasma of ovarian cancer pafients,
Protein C is involved in septicemia. It can also be trapped
by free sEPCR thus rendering it unavailable for thrombotic
function, We determined by ELISA the quantity of plasmatic
sEPCR in patients diagnosed with ovarian cancer, but asymp-
tomatic. All the samples tested (n=33) were positive for the
presence of sSEPCR. The base-line value of 100428 ng/ml was
considerad as normal, Thus, 61% exhibited a concentration
well above the base-line (Fig. 2),

Infuence of playma sEPCR on circufating immune cells. To
underling the signif cance of sSEPCR in tumor behavior and its
infuence on circulating immune cells, we analyzed the corre-
lation of sSEPCR level in plasma with that of immune cells from
blood in 33 patients, using antibodies against CD45, CD45ra,
CD3, CD4, CDE, CD25, Foxpd, CD294, CT30, CD56, CDIGLL
CDI4, CDI6, CD20, CD31, Cd1L35, CDELL CDI0, CDIda, T1-21,
IL-2, TGFR, 1L-17a, 110, CD94, CD127, ROR-y, CDI2T and
CD29,

As indicated in Fig. 3, the patients were divided into
2 groups: group | with sEPCR <100 ng/ml (normal) (Fig. 3A)
and group 2 with sEPCR =100 ng/m1 (Fig. 3B). A total of 61% of
patients exhibited a concentration of plasma sEPCR well above
the base-line (normal plasma level, 100428 ng/ml). Comparing
immune cell phenotypes in patients having a normal level of
sEPCR with those having a high level of sEPCR, it was found
that sEPCR level was correlated with high intensity of cells
expressing CD45ra, CDF, CDE, CD23 and low intensity of
cells expressing CDS6 (NK cells), CD294 (TH2 cells), 1L-2,
TL-10, TE-17a (THIT cellsh, TL-21 (TH21 cells) and CD2%
markers (r =0.60), In addition, when level of sEPCR was high,
a decrease in IL-17a-expressing cells was associated with
decrease of cells expressing CDI61 and ROR-y (RAR-related
orphan receptor) involved in the secretion of TL-17 (Fig. 3)
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Figure 2. Evalustion of sEPCR in plasma of ovarian cancer potients, Blood
{n=33) samples from patienis aged =18 vears were obtained, Soluble EPCR
in plasma fuids was measured using Asserschrom sEPCR immunoassay as
recommended by the commercial supplier. All the 32 samples tested were
posative for the presence of sEPCR, The base-line value of 100428 ng/ml was
considered as normal. Thus, 60.7% of them exhibited a concentration well
about the base-line

Infuence of sEPCR on cvtekines and inlerfeuking in plasma.
To understand the infuence of sSEPCR on plasma cytokines
and interleuking, we analyzed, using protein array test the
correlation between the amount of sSEPCR in plasma (groups |
and 23 and a set of 100 biologically active plasma proteins,
We compared the signif cance (r =0.60) of plasmatic sEPCR
in group 1 (sEPCR <100, blug histograms) and in group 2
(sEPCR =100, red histogramms) (Fig, 4A),

The experimental data were further subjected to scrutiny
using the Sprearman statistical test (Fig, 48), We ohserved
(Fig. 4A) that when plasma sEPCE was higher than 100 ng/ml;
the expression of Fas-Ligand, CD40 ligand, bFGF, FGFS,
IGFII {insulin-like growth factor), IGFbp3 and 6 (insulin-like
growth factor binding proteins), 1Lra (receptor antagonist),
IL-8, 1L-13ra, [L-17h, IL-17¢, TL-17R, TL-28A, TL-29, MIPI
(macrophage infammatory protein), MMP-7 (matrix metal-
loproteinase), MMP-9, MMP-10 (r =0.60) and VEGF {r=0.40)
increased signifcantly compared to when sEPCR level was
below 100 ng/ml,

Certain proteins such as IGFII, IL-13re, MIPla and
MMPT have already been proposed as biomarkers for ovarian
cancer and particularly those with poor prognosis (20-22).
The Spearman statistical test (Fig, 3B), conl rmed the resulis
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A Correlation with SEPCR<100
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B Correlation with sEPCR >100
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Frgure 3. Infuence of plasma sEPCRE in blood immune cells. Mononuclear cells from 33 patients were separated by Ficoll grodient centrifugation and then stored
in 200 pl of DMSOFCS 50% st -80°C, Phenotyping of immana-inf ammatory cells were performed by fow cvtometry the using 30 antibodies as given above,
(M) When sEPCR 15 <100 ng/ml {group 1) plasmatic sEPCE correlated with kow intensity of some cell associated markers such as CD45m, CD3, CDE and high
intenzity of with CIE6 (NK cells) and cell associated 1L-2, 1L-10, 1L-17a, IL-21 and CO% markers (r =0,400 When sEPCR is =100 ng/ml {group 23, plasmatic
sEPCR correlated with high intensity of CD45m, CD3, CDE, CD25 and low intensity of CD56, IL-2, 1L-10, IL-21 and CD2% markers {r =0060) The expression of
somme eell markers such as CD4, Fox B3, CD20 and CD0 was independent of plasma sEPCR variation (r=0,3), A decrease in IL-170 10 group-2 (B) was assecuted
with the diminition of CIM61 and ROR-y associated cells, These results indicate that increase of plasma sEPCR was associated with a decrease of effector immune

cells in blood cireulation,

shown in Fig. 3A and also revealed some additional ones
between sEPCR levels and the recently classifed tvpe 111
interferon group (IL-28A, and [L-29),

Dviscussion

In a recently published work we showed that ovarian
cancer cell line Ovear-3 expressed stem cell markers
CDN3ZCDINTC-KID (18) Another ovarnian cancer cell
line Skov also expressed C-Kit (80%), a receptor for stromal
growth factor, Similar results were also obtained when
ovarian tumors were screened (results not shown), Ovarian
tumors and the ovarian cell lines also expressed EPCR and
PAR-1. In the present study we analyvzed, by a proteins array
test, the infuence of aPC on the secretion of biologically
achive proteins,

Our results indicate that aPC induces the secretion of cyto-
kines such as TARC (23,24), TECK (25), IL-2 (26), TPO (27),

BLC (28), PDGF-BB (29), CNTF {ciliary neurotrophic factor)
(307, I-TAC (31) and ICAM-3 (32) by tumor cells. These
pleiotropic cvtokines and proteins, believed to play a role in
the development of T cells, are in addition chemoattractants
for B and T lymphocytes, In light of these observations, we
predict that ovarian cancer cells could be targets for circulating
protein C, which in turn may be affected by plasma sEPCR.

In the study reported here, we present data on the signif -
cance of soluble endothelial protein C receptor (sEPCR) in
circulating immune cells and the regulation of eytokines and
interleuking in plasma of patients with ovarian cancer.

We investigated the influence of plasma sEPCR on the
immune system by characterizing immune cells from 33 ovarian
cancer patients as described in Materials and methods, Based on
the sEPCR level, group | patients, showed high content of CD29,
CT31, CDA6 and 11-2, TL-10, TL-17a, and TL-21 associated
immune cells and low levels of CD45r and CD14. Surprisingly,
statistical analysis showed a positive correlation between
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EPCR/Cytokines: Positive correlation plasma. (A} We analyzed the correlation between the amount of sEPCR in
1.0 plasma and a set of 100 biologically active plasma proteins. The membranes
“ were incubated with serum from ovarian cancer patients (10X in PBS
0.9 1L-29/IFN-lambdal albumin 1%). Signal intensities were quantif ed with a Bio-Imaging System
- MF-ChemiBis 4.2 and analyzed with Multi Gauge V3.2 software, We com-
0.8 -7 pared the sigmif cance (r=0,60) of plasmatic sEPCR in group 1 (sEPCR <100,
* . blue histograms) and in group 2 (sEPCR =100, red histograms), When plasma
0.7 IL-S/IL-28A/IFN-lambda sEPCR is =100 ng/m], the expression of Fas-Ligand, CD 40 ligand, bFGF,
FGF-9, IGF-11, IGFbp 3 and 6, IL-ra (receptor antagonist), 1L-8, IL-13ra,
0.6 MCP-1/TnsuRa/TL-6 sRAL-6 [L-17b, IL-17c, IL-17R, IL-28A, IL-29, MIP-1, MMP-7, MMP-9, MMP-10
.22 (r 20,60} and VEGF {r=0.40) not only reversed but also increased signif -
0.5 ‘ cantly. (B) The experimental data were further subjected to scrutiny using
the Sprearman statistical test. These results conf rmed the results shown in
04 IL-3VIL-SR alpha (A) and also revealed some additional ones between sEPCR levels and the
IGF-11 recently classif ed type 11 interferon group
0.3
-4
0.2
1 IL-17CAL-1 r'MMP-10 lymphocytes and monocytes that trigger a cascade of immune
’ MPIF-UbFGF/MMP-7/1L-17R reactions (33). IL-10 inhibits the synthesis of pro-inf ammatory
0 cytokines such as IFN-y, IL-2 and TNFa. It has the ability to

sEPCR and CD3, CDS8 and a negative correlation between CD56
(NK cells), CD29 (integrin -1, present on all blood cells), CD294
(TH2 cells), and the immune cells containing [L-2, 1L-17a, 1L-10
and IL-21. TL-2 is one of a multitude of cytokines produced by

suppress the antigen-presentation capacity of antigen presenting
cells (34). The exact role of T helper (Th) 17 cells in malignancy
is currently under debate, Th17 plays a protective role against
extracellular bacteria and fungi by inducing an inf ammatory
response (35,36). Interleukin-21 is a potent immunomodulatory
four-a-helical-bundle type I cytokine and is produced by NKT
and CD4" T cells (37). CD294 is a prostaglandin D2 receptor
that mediates the pro-inf ammatory chemotaxis and is preferen-
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tially expressed in CD4° effectors T helper 2 (Th2) cells (38),
These results indicated that in several ovarian cancer patients
with high level of sEPCR, there was a decrease of immune
cells that are otherwise crucial in innate immune response.

CA12Z5 is currently used and 15 an important biologic
marker for ovarian cancer (39). Other plasmatic proteins such
as [GFIL TL-13rm, MIPTa and MMP-7 were reported as ovarian
cancer biomarkers associated with poor prognosis (400 In
a recent study we demonstrated a close correlation between
increase in sEPCR and CAT23 (18). However, the correlation
between sEPCR and other cytokines, cited above remains yet
to be worked out.

A step in this direction was made by undertaking
measurements of soluble plasma cytokines, chemokines and
interleuking via a proteins array test. All proteins (r =0.60)
including Fas-Ligand, CD40 ligand, bFGF, FGFY, 1GFIL,
1GFbp3 and 6, ILra (receptor antagonist), IL-8, IL-13ra,
IL-17b, 1L-17¢, IL-1TR, IL-28A, 1L-29, MIPla, MMP-7,
MMP-9, MMP-10 and VEGF (r=0.40) increased when
plasma sEPCR was higher than 100 ng/ml (group 2). Markers
such as IGFIL, IL-13re, MIPle and MMP-T correlated well
with high amount of plasma sEPCR and CAI125 in ovarian
cancer.

Results obtained here indicate that sEPCR has an infu-
ence on immune cells and plasma cytokine levels. However,
how this occurs remains to be clarifed. Treatment of blood
mononuclear cells (n=5) with aPC {10 pg/ml for 48 h, in vitro)
did not modify signif cantly the immune cell subpopulation
as judged by presence/absence of different characteristic
markers (results not shown). Further studies are necessary
to investigate the effect of aPC on blood mononuclear cells
and their cytokine profile of antigen presenting or effector
cells.

Activated protein C is a key inhibitor of fbrin formation.
Other than hemostastic function, al"C is also known to exert
pleiotropic effects, depending on the cell type expressing
EPCE. Among others, aPC interferes with the endothelial
cell p33 pathway (41,42). It also promotes endothelial cell
proliferation through MAPK and PI3K signaling pathways
{43,44). Cancer cells expressing EPCR may therefore beneft
from the eyvtoprotective effect imparted by APC (435). Scheffer
et al reported a high expression of EPCR in a large panel
of tumor cell lines and have interpreted this in light of the
EPCR's role in coagulation (16). Beaulien and Church (17}
claimed that al’C increases breast cancer cell invasion and
chemotaxis through EPCR and PAR-1. These sound { ndings
are demonstrative of the importance of EPCR expression and
aPC-EPCR signaling pathway in tumor cells.

The overall data suggest that differential expression
patterns of chemokines are involved in the specifc inf amma-
tory microenvironment of ovarian cancers. In a parallel, but
different study (unpublished data) using mRNA-gene array
(n=1200) and DAVID analysis of results, we showed the acti-
vation of innate immune gene family such as Jak-STAT (48)
and TOLL-like receptor (47) when the breast cancer MDA-23]
cell line was stimulated by activated protein C. These results
suggest that plasma aPCSEPCR can infuence plasma cyto-
kine levels in a quantitative and qualitative manner. As a
consequence, circulating or intra-tumoral lymphocytes will
respond to variations in plasma sEPCR. Future investiga-
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tion by a randomized study needs to analyze whether all the
biomarkers only correlate with severity of the disease.

The above cited cytokines may have a vast potential as
well as pleiotropic function. A precise understanding of their
imvolvernent in the development of ovarian cancer is critical in
developing effective strategies for disease intervention. This is
particularly important in the light of a downregulation of NK
cells and the immune cells containing interleukin 2, 1L-17a
{TH17) and [L-21 which suggests the infuence of tumor cells
on the innate immune system.
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ARTICLE N°5

La protéine C activée promeut la migration des cellules de
cancer de I'ovaire et limite la coagulabilitt dans le

microenvironnement tumoral

Activated protein C upregulates ovarian cancer cell migration and promotes unclottability

of the cancer cell microenvironment

Hamda Althawadi, Halema Alfarsi, Samaher Besbes, Shahsoltan Mirshahi, Elodie Ducros,
Arash Rafii, Marc Pocard, Amu Therwath, Jeannette Soria and Massoud Mirshahi

ONCOLOGY REPORTS, 2015

Le microenvironnement tumoral est caractérisé par un équilibre dynamique entre
hypercoagulabilité et fibrinolyse. Les facteurs pro-coagulants favorisent la formation d’un
maillage de fibrine enchassant la tumeur. Les facteurs fibrinolytiques exprimés par les cellules
cancéreuses permettent la déstabilisation de ce maillage, favorisant ainsi I'échappement et la
migration cellulaires. Le systéme de la PCA et de son récepteur, en limitant le dép6t de la fibrine

péri-tumoral, joue un réle crucial dans la tumorigenése et la dissémination métastatique.

L’objectif de ce travail était d’étudier le role de la protéine C activée dans la réduction de
la coagulabilité dans des ascites de patients, ainsi que dans l'activation des cellules issues d'un
adénocarcinome ovarien humain NIH:OVCAR-3 (abrégée en OVACAR-3).

Nos résultats révélent la présence de des D-dimeres, produits de dégradation de la fibrine,
et celle de la fibrine soluble, dans les ascites de patientes atteintes de carcinome ovarien. Ce
résultat est le reflet de l'activation exacerbée de la coagulation suivie d'une forte action
fibrinolytique. Autrement dit, si la fibrine est formée, elle est constitutivement dégradée.
Cependant, le taux d'EPCR soluble dans la plupart des ascites, était plus bas que dans le plasma,
résultant ainsi en une disponibilité plus élevée de la PC dans le fluide péritonéal. Il est intéressant
de préciser que la population malade, inclue dans cette étude, était en stade métastatique. A ce

stade de la pathologie, le volume du liquide, dans la cavité péritonéale, est généralement
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important. La quantité d'EPCRs présente est, par conséquent diluée, son action procoagulante
I'est aussi. En revanche, le nombre croissant de nodules tumoraux, exprimant I'EPCR a leur

surface, promeut I'activité anticoagulante de la PCA.

Cette étude a aussi révélé, une modification du cycle cellulaire des cellules OVCAR-3,
appréciée par la modification de la teneur en DNA par cytométrie de flux dans des conditions
bien déterminées : la PCA, au niveau des cellules OVCAR-3, serait impliquée dans la diminution
du nombre des cellules en phase G2 et I’augmentation de celles en phase S.

Nous avons également observé que i) la PCA, en se fixant sur les cellules OVACAR-3,
induit une augmentation de la migration cellulaire ; ii) la stimulation des cellules OVACAR-3
par la PCA, provoquait une réparation plus rapide d’une blessure formée sur un tapis de cette

lignée cellulaire.

Les cellules OVACAR-3, cultivées en présence de PCA, ont été également caractérisées
par une migration plus rapide. Cette observation a été faite sur des cellules OVCAR-3,

incorporées dans une gouttelette de Matrigel.

Nos résultats ont révélé, par cytoELISA, une activation cellulaire objectivée par une
phosphorylation de la thréonine. Cette activation était plus rapide que celle de la phosphorylation

de la tyrosine.

Enfin, nous avons mis en évidence I'effet de l'inhibition des voies de signalisation MEK-

Erk et Rho-GTPase sur I'obstruction de la migration induite par la PCA.

Il est a noter que toutes ces modifications sont induites par la protéine C activée et a un

moindre degré par la forme native de la protéine.

En conclusion, cette étude a permis de mettre en évidence le réle joué par le systeme PC
et son recepteur endothélial dans le développement tumoral. Ce réle repose sur des interactions
qui rendent le cancer plus agressif, et qui favorisent la migration cellulaire, essentiellement via la

fibrinoformation.
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Activated protein C upregulates ovarian cancer cell migration
and promotes unclottability of the cancer cell microenvironment
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Abstract. The objective of this study was to evaluate the role
of activated protein C (aPC), known to be a physiological anti-
coagulant, in ovarian cancer cell activation as well as in loss of
clotting of cancer ascitic fuid. The effect of aPC on an ovarian
cancer cell line (OWCAR-3) was tested in regards to i) cell
migration and adhesion with the vuse of adhesion and wound
healing assays as well as a droplet test; i) protein phosphory-
lation, evaluated by eyto-ELISA; i) cell eycle modif cation
assessed by fow cytometric DNA quantif cation; and iv) anti-
coagulant activity evaluated by the pralongation of partial
thromboplastin time (aPTT) of normal plasma in the presence
or absence of aPC-treated ovarian cancer cells. In addition, the
soluble endothelial protein C receptor (SEPCR) was quantif ed
by ELISA in ascitic fuid of patients with ovarian cancer, Our
results showed that in the OVCAR-3 aPC-induced cells 1) an
increase in cell migration was noted, which was inhibited
when anti-endothelial protein C receptor { EPCR) was added
o the culture medinm and which may act via MEK-ERK and
Rho-GTPase pathways; 1) an increase in threonine, and to a
lesser extent tyrosine phosphorylation; iii) cell eyele activation
(G0 1o S/G2); and iv) a 2-3-fold prolongation of aPTT of normal
plasma. In the peritoneal fuid, the sSEPCR concentration was
71423 ng/ml. In conclusion, free aPC binds to membrane
EPCR in ovarian cancer cells and induces cell migration via
MEK-ERK and Rho-GTPase pathways. This binding could
also explain the loss of clotting of peritoneal fuids,
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Introduction

Owarian cancer remaing one of the most diff cult oncologic
challenges, as it is often discovered ar advanced stages. It is
diagnosed often with intraperitoneal dissemination of cancer
cells and the presence of ascitic fuid. The cancer cells present
in the intraperitoneal space often display intrinsic chemaoresis-
tance. The ascitic fuid i3 a complex exudative liquid known to
contain various growth factors and cytokines (17, It has been
shown that ascites could contribute to intraperitoneal cancer
cell implantation and tumor development by promoting cell
arowth, invasion and drug resistance (2,31 One of the char-
acteristics of all ascites including ovarian cancer ascites is its
inability to clot. This may be due to the presence of several
fibrinolytic and proteolytic enzymes such as plasminogen
activators and matrix metalloproteinases that are not fully
neutralized by their inhibitors (4,5). The absence of clotting
of ascites in the peritoneal site favors tumor cell dissemination
and their implantation on the peritoneal surface.

It was reported that endothelial protein C receptor (EPCR)
binds protein C (PC) secreted by liver cells (6) and thereby
inkibits the coagulation pathway by generation of activated
protein C (aPC), Proteolytic cleavage of thrombin bound to
thrombomodulin acts on PC to generate aPC. Endothelial
protein Cis an important regulator of homeostasis, in addition
to its involvement in the svstemic response to acute infam-
mation (7-11), On endothelial cells, the aPC, together with its
cofactor protein 8, degrades factors Va and VITTa and thereby
interferes with thrombin generation and abolishes the coagula-
tion cascade (12). Endogenous aPC is shown to limit cancer
cell extravazation through 51P-1-mediated vascular endothe-
liwm (1 3y and also plays a role in innate immune system (14,15

Originally, EPCR was shown to be expressed on endo-
thelial cells of large blood vessels but not in liver sinosuoidal
and spleen endothelial cells (16). EPCR (CD201) expression is
also detected in some infammatory cells such as monocyies
and neutrophils (17). Some authors claim that EPCR could be
considerad as a cancer stem cell marker (18). EPCR exists as
membrane hound as well as free soluble endothelial proten C
receptor (SEPCR) form (19). In fact, sSEPCR, can regulate
the quantity of circulating aPC and infuence the clotiing of
plasma (207, Ligand binding to EPCR promotes endocyiosis
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of EPCR (21} via the Rab GTPase pathway (22). aPC/EPCR
interaction can directly modulate cell signaling and alter
gene expression in infammation and apoptosis (23) and also
provide cytoprotection via PAR-1 activation {24),

we previously demonstrated the expression of EPCR in
a large number of cancer cell lines, in solid tumors (23) and
malignant hemophaties, This led vs o suggest that plasmatic
sEPCR can be considered as a biomarker of cancer-associated
hypercoagulability in human hematologic malignancies (26).

I the present study, we investigated the role of aPC,
known 1o be a natural physiological anticoagulant, in the
activation of cancer cells and the loss of clotting properties
of ascitic fuid in patients with peritoneal ovarian carcino-
Matosis,

Materials and methods

Celis, The human ovarian cancer cell line OVCAR-3NIH,
purchased from American Type Culture Collection (ATTC,
Manassas, v A, uSA), was cultured in RPMI-1640 medium
containing 10% fetal calf serum (FCS), glutamine (03 mgdml),
penicillin (30 u/ml), streptomycin (30 pgiml) and incubated at
ITC wath 5% CO,.

Ascites, Peritoneal fluids were collected from 20 ovarian
cancer patients treated at the Hospital Hatel-Dveu (Paris,
France). As evacuation of ascites is a part of the routine
management of patients, only oral consent was obtained, Cells
from ascitic foids were pelleted by a short spin at 1000 rpm,
and the supernatant was re-centrifuged for another 10 min and
then collected. The pelleted cells and the resulting supernatant
were aliquoted and stored,

Cyvto-ELISA, OVCAR-3 cells (6x104well), in FCS-enriched
medium, were seeded in flat-bottomed 96-well plates
{Nunc), Confluent cell layers from 3-day cultures were
washed with phosphate-buffered saline (PBS). The cells
were then exposed to native protein C (Ceprotin®) or aPC
(Xigris™) both at concentrations of 10 ng'ml for 2, 5 and
10 min, In parallel, culture medium with only FCS served as
the control. The cells adhering to the plate were | xed with
100 ul of 0.5 g/1 glutaraldebyde and 0.4% Triton for 5 min at
#C, Alternatively, the cells were [xed with 100 pl of 100%
ethanol for 5 min at -20°C. The plates were washed with PBS
containing 0.02% Tween-20 and 10 g/1 BSA (PBS-T-Alb),
and then (5-wells/test) were exposed for 90 min to mouse
anti-phosphorylaied threonine or tyrosine antibodies (17100
diluted in PBS-T-ALb). The immune complexes were
detected by peroxidase-conjugated anti-mouse Ig (1:2,000),
The xed peroxidase was revealed by o-phenylenediaming
benzidine (OPD) (0.2 g1 in 0.05 mol/] phosphate buffer,
pH 5.0, containing 0.5 ml/l H.O,), The absorbance was
measured at 492 nm. Control wells were constructed with
isolype or without cells, Between each step, the wells were
washed three times with PBS,

Wonend healing assar. OVCAR-Y cells (6x10°) were cultured
in the presence of RPMI-1640 containing 10%  C8 in 24-well
plates coated with 0.2% gelatin. After 18 h, the semi-conf uent
cells were dislodged by a cell scraper on a standardized surface
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as previously described (27). The cells were then incubated in
RPMI-1640 containing only 2% CS (o reduce cell prolifera-
tion) in the presence or absence of PC or aPC (10 ng/ml). The
effectof protein C on cell migration was evaluated { Microvision
Instruments, Evry, [rance) by measuring the number of cells
migrating to the wound edge after 6, 18, 27 and 48 h.

Dirogdet fest. To elucidate the mechanism of cell migration,
we developed a “droplet model” of Matrigel for the OVCAR-3
cells. The cell-Matrigel suspension (droplet) mimics an
ex vive cell cluster implant on the peritoneal membrane
surface.

The ovarian cancer cells were incorporated in ice-cold
Matrigel™ (50,000 cells/ 200 pl Matrigel) to which was added
either native or aPC at concentrations of 10 ng, respectively. A
droplet of 10 pl Mairigel-cell suspension was then delivered
into each well of a 96-well microplate previously coated with
0.2% of gelatin and cooled down until the gel had solidifed.
Then, 0.2 ml of culture medium containing 2% FUS was
gently added to the wells,

we studied the effect of 4 signaling inhibitors including
3 inhibitors of Ras signaling [u 0126 (a MEK-1/2 kinase
inhibitor), PD98059 (an ERK inhibitor) and FTI-277 (a
farnesyl transferase inhibitor)] and one inhibitor of Rho
GTPase (GGTI-298, ageranyl-gerany] transferase inhibitor).
All inhibitors were from Calbiochem (france) and were used
at a I'mal concentration of 10 uM added o the Ov CAR cell
suspension 15 min before adding the Matrigel. The number aff
cells migrating out of the droplet were observed and found to
be time-dependent. They were counted after 18 h.

Cell cyvole (sub-Gl) evaluation, OVCAR-3 cells were seeded
in culture fasks and incubated with PC or aPC at 10 ng/ml
for 24 h. Phase distribution (G1, 5 and G2) was performed
using DNA content using flow cyvtometry and analyzed
by Multi Cycle Av software as previously described (28),
The coefficient of variation (CV) of the mean value of
DN A-associated fuorescence of the Gl population (width of
the peak) is a ref ection of the accuracy of the DNA content
measurament,

Anticoagulant activity of lving cefls, Activated partial
thromboplastin time (aPTT) evaluates intrinsic coagula-
tion pathway efficiency; coagulation of a plasma sample
is measured after addition of phospholipid icephalin) and
calcium, w e previously described a method, based on aPTT,
to estimate EPCR expression by endothelial and cancer
cells (297, ie cells previously incubated with APC were
added to a plasma and activated partial thromboplastin
clotting time was measured. Cells expressing EPCR bind
aPC, inducing a prolongation of aPTT. OVCAR-3 cells were
seeded in 24-well macroplates, and after 24 h the cells were
washed with RPMI-1640 and incubated with the addition of
50 pgiml aPC for 15 min at 4°C, After a further washing,
the effects of OVCAR-3 cells {either remaining attached to
the Petri dish or detached by Accutase) were tested on the
cephalin clotting time of normal plasma,

OVCAR-3 (10x10% cells were added to 0.1 ml normal
plasma. After an incubation period of 3 min at 37°C, cephalin
and CaCl, were added to trigger coagulation. The clotting time
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Figure 1. Infuence of PC and aPC on cell cycle distribution of Ov CAR-3 cells. Cell cycle (sub-Gl) was analyzed by fow cytometry induced by PC (A) or
aPC (B). Detailed results are presented in C. PC, protein C; aPC, active protein C; Ov CAR-3, ovarian cancer cell line.

Table 1. Samples with an SEPCR concentration similar to that
of normal plasma.

Samples D-Di (ng/ml) SF (ng/ml) EPCR (ng/ml)
N.1 710 770 44
N.2 420 100 57
N.3 220 10 22
N4 350 260 43
N.5 980 710 57
N.6 2,310 210 61
N.7 290 590 247
N.8 3,760 2,280 68
N.9 510 190 96
N.10 780 240 83
N.11 470 1,210 93
N.12 760 160 106
N.13 7,440 2,240 92
N.14 810 190 72
N.15 1,250 420 250
N.16 2410 700 154
N.17 440 720 80
N.18 250 60 91
N.19 760 70 56
N.20 1,560 440 85

SF, soluble fbrin: EPCR, endothelial protein C receptor.

was then measured at 37°C by a spectrophotometer at 595 nm,
The results are presented both in real-time and as the ratio of
cells + aPCleells + PC.

Determination of sEPCR, D-dimer and soluble [ brin (SF)
in the ascitic fluid. sSEPCR antigen was measured by
Asserachrom sEPCR-ELISA immunoassay as recommended
by the commercial supplier (Diagnostic Stago, Inc.). Fibrin
degradation product, D-dimer concentration, was determined
by STA"-Liatest® D-Di, and SF monomers were quantifed as
previously reported (30).

Results

The results that follow focus on the role of aPC in ovarian
cancer cell activation as well as a loss of clotting observed
for ascitic fuids. The investigation concerned several issues
focused on the following:

Evaluation of sEPCR and [ brin degradation products in the
peritoneal fuid of ovarian cancer patients. All the samples
tested (n=20) contained sEPCR. Eighty-fve percent of the
peritoneal fuid had an sSEPCR concentration of 71+23 ng/ml
which was lower than that of normal plasma (baseline values
100£28 ng/ml) (6). The remaining 15% samples revealed a
sEPCR concentration which was similar to that of normal
plasma (Table I). In parallel, D-dimer, a fbrin degradation
product and SF were quantified (Table I). The 20 patients
studied showed values for D-dimer (60%) and for SF (50%)
which were superior to baseline values (500 ng/ml for D-dimer
and 250 ng/ml for SF). The results presented in Table T indi-
cated that in the peritoneal fuids there were ongoing processes
of coagulation followed by fbrinolysis,

Protein C induces cell cycle activation. w hen cancer cells
were cultured in medium containing 1% of £CS for 24 h,
all cells entered into the G1 phase. u pon addition of culture
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Figure 2. Infuence of aPC and PC on ovarian cancer cell migration. (A) Results after 24 h compared with 0 h. (B) An increase in cell migration was induced
by aPC at all time-lapses of the experiment. PC, protein C; aPC. active protein C.
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Figure 3, aPC induces threonine phosphorylation of the Ov CAR-3 cells.
Tyr-P, phosphorylated tyrosine; Thr-p, phosphorylated threonine, aPC, active
protemn C.

medium containing protein C, 4.8% of the cells in the G1 phase
underwent transition to the G2 phase (Fig. 1A), whereas when
aPC was added, 5.62% of the cells in the G1 phase entered
into the S phase (Fig. 1B). These results suggest that protein C
infuences the ovarian cancer cell cycle.

aPC induces OVCAR-3 cell migration. The influence of
protein C on OVCAR-3 cell migration at 3, 6, 9 and 24 h is
presented in Fig. 2, It was observed that aPC enhanced cell

migration into the wound, whereas in the presence of PC,
cell migration was found to be similar to that of the control.
The histogram in Fig. 2B depicts the effect of aPC and PC on
ovarian cancer cells migrating into the scar region as a func-
tion of time (0, 3, 6, 9 and 24 h),

aPC induces threonine and tyrosine phosphorylation of the
OVCAR-3 cells. The effect of aPC on threonine and tyrosine
phosphorylation in the OVCAR-3 cancer cells was tested by
cyto-ELISA (Fig. 3). Compared to tyrosine, threonine was
strongly and signif cantly phosphorylated when the cancer
cells were incubated (10 pg/ml) with aPC. Threonine phos-
phorylation started 2 min after aPC incubation, while tyrosine
phosphorylation occurred later, that is only after 10 min of
incubation. The medium with 10% bovine calf serum served
as the control and was found to induce threonine and tyrosine
phosphorylation,

aPC upregulates cell migration via MEK-ERK and
Rho-GTPase pathways in OVCAR-3 cells. The effect of
inhibitors of several signaling pathways on cell migration was
tested by droplet test (Fig. 4A and B). As presented in Fig, 4A,
the cells were incorporated in the droplet. The cell migration
from the droplet started after 2-3 h towards the outer periphery
of the droplets (arrows). The outer of the periphery is indicated
for clarity by a discontinuous line drawing, Fig. 4B indicates
the control Ov CAR-3 cells (Fig. 4B1) and the Ov CAR-3 cells
treated with aPC (Fig, 4B2). The cancer cell migration was
inhibited by PD 98059 an ERK inhibitor (Fig. 4B3), u 0126
an MEK-1/2 kinase inhibitor (Fig. 4B4) and GGTI-298 an
inhibitor of Rho GTPases (Fig. 4B5), whereas the migration
was unaffected by ' TI-277 an inhibitor of farnesyl transferase
(Fig. 4B6) and rapamycin a raptor-mTor complex inhibitor
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Figure 4. Cell migration in the droplet test (A) and the inf uence of several inhibitors of cell signaling pathways on the Ov CAR-3 cells following treatment with
the control (B1), aPC (B2), PD98059 an ERK inhibitor (B3), u O126 an MEK-1/2 kinasc inhibitor (B4), GGTI-298 an inhibitor of Rho GTPases (B5). FT1-277
an inhibitor of farnesyl transferase (B6) on aPC-induced cell migration from the droplet were analyzed and quantif ed (C). aPC, active protein C.
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Figure 5. Fibrin formation kinctics on plasma in the presence of PC or aPC bound to Ov CAR-3 cells tested by aPTT test. (A) aPTT test of adherent and
detached Ov CAR-3 cells without PC or aPC as controls. aPTT test of Ov CAR-3 cells in (B) detached and (C) adherent conditions, 1n the presence of PC or
aPC. (D) Real-time of aPTT (minutes) in difterent conditions. Ov CAR-3, ovanan cancer cell line; PC, protein C; aPC, active protein C; aPTT, activated partial

thromboplastin time.

(data not shown). The number of cells migrating outside the  Anticoagulant activity induced by OVCAR-3 cells. The
droplets, in f've experiments, is presented in Fig, 4C, anticoagulant property of OVCAR-3 cells was assessed
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by measuring the prolongation of aPTT of normal plasma
induced by aPC, As shown in Fig. 54, the effect of Ov CAR-3
cells, detached and incubated either with PC or APC, in
fbtin polymerization curve of nortmal plasma is shown, The
same experiment was also performed wsing OVCAR-3 cells
in adherent conditions, w hen both detached (Fig, 3B) and
adherent (Fig, 5C) cells, were incubated with aPC, aPTT
was prolonged as compared to cells incubated with protein
C. As documented in Fig, 5D, PC added 1o the adherent or
detached ovarian cancer cells induced a 2-fold increase in
cephalin clotting time, whereas aPC under the same condi-
tions induced a 3.7-fold increase (5.78-11.90 min for PC and
21.42 min for aPC), These results indicate the anti-coagulant
action of EPCR-aPC on the Ov CAR-3 cells.

Discussion

The peritoneal cavity is a space between the visceral perito-
neum and the parietal peritoneum, Ten percent of all cases of
ascites are of cancer origin (31). 1t is an exudate commonly
ohserved at the late stage of cancer. Ascites may originate in
the peritonenm (carcinomatosis) or may come from cancer that
has spread from another site of the body. In ovarian carcino-
matosis, the cancer cells adhere to mesenteric cells and form
micronodules on the peritoneum {32)

Peritoneal Tuids contain, besides cells, several proteolytic
enzymes inchading metalloproteases and serine proteases (33),
These brinolytic enzymes provoke increased extracellular
matrix degradation and facilitate tumor cell invasion and
meiastasis (34) and as a consequence detach malignani cells
which leave a maternal nodule for forming a secondary nodule
on the peritoneal surface, Hence, considerable diminution
of clotting of the peritoneal Fuid plays a major role in the
pathology and poor prognosis of ovarian carcinomatosis. we
previously demonstrated that EPCR on endothelial cells has
a physiological anticoagulant activity as ascertamed i vitro
by aPTT test (29). In contrast sEPCR, by its ability to trap
aPC from plasma, can be considered as a cancer-associated
hypercoagulability factor (26).

Cell migration was found to be inhibited when a neutral-
izing antibody against the EPCR antibody was added to the
culture medium, In addition, we also showed that cell migra-
tion, induced by the binding of aPC to EPCR, was blocked
by anti-ERK, MEEK-1/2, and Rho-GTPase inhibitors when
they were added while performing the droplet test, Our results
indicate that the ERK-MEK-1/2 and Rho-GTPase signaling
pathways signil cantly participate in the aPC/EPCR-PAR-
induced cell migration. we found that the droplet test was a
useful and mformative model for studying cell migration. Tn
addition, in another set of experiments, we also found that
aPC-EPCR interaction increased cancer cell adhesion on the
botwom of gelatin-coated culture Fasks (data not shown), Here,
we showed that the interaction of aPC-EPCR in ovarian cancer
cells resulted in accelerated cell migration as evaluated by the
kimetics of the wound closure,

w hen cells were synchronized and arrested in the Gl
phase, their incubation with protein C or aPC induced cell
cycle activation and passage from Gl o § or G2 phases after
18 h. These results on the activation of the cell cycle are in
good concordance with our previous observation showing
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that aPC induces Ov CAR cell proliferation (6). In a similar
approach, but using human Keratinocytes, Xue ef al (34)
showed that aPC stimulated the proliferation, migration and
wound closure (35) again conf rming that protein C induces
enhanced cell migration.

The protein C system participates in the degradation of
factors va and v 111a (9) thereby inhibiting Fhrin formation.
It also induces inhibition of plasminogen activator inhibitor-]
(PAT-1) (360 In order to estimate the ability of EPCR to bind
aPC on the surface of living endothelial cells in vitro (29)
we used a method that we had previously developed, based
on prolongation of cephalin clotting time of plasma when
aPC bound cells are added. This aPTT-based method was
optimized to assess EPCR presence and functionality on
the Ov CAR-3 cell membrane, Cur results showed that aPC
hound on living ovarian cancer cells induced a prolongation
of plasma clotting time suggesting that ovarian cancer cells
use physiological anticoagulants such as aPC for their homeo-
stasis,

EPCR exists as a membrane-bound form as well as a free
sEPCR form. In fact, sSEPCR can regulate the gquantity of
circulating aPC (20). Curiously, the sEPCR level in the peri-
toneal fuid of 85% patients was less than that in the plasma of
healthy individuals, Only 3 patients (15%) had elevated levels
of sSEPCR (247, 250 and 154 ng/ml) which was below the
level ohserved in plasma of patients with ovarian cancer (25).
This indicates that sEPCR availability for trapping aPC
is considerably reduced. Therefore, in ascitic Muids from
ovarian cancer, free protein C binds to membrane EPCR of
ovarian cancer cells, inducing cell migration ensuring the
unclottability of peritoneal fuid by inhibition of the {brin
formation pathway,

Evaluation of D-dimer and 8F in the peritoneal fuids of
the ovarian cancer patients indicated that as soon as Fhrin
was formed, it was degraded. Moreover, the presence of
EPCR-containing cancer cells in the peritoneal fuid limited
the formation of fbrin on the cell surface as deduced from
our observahon indicating a marked increase in the cephalin
clotting time of plasma,

In the peritoneal cavity, under other circumstances,
aPC/EPCR interaction and cell activation can occur indepen-
dent of the presence of cancer cells, There are a number of
reports indicating that aPC/EPCR interaction via PAR-1 acti-
vation induces anti-inf ammatory activity and anti-apoptotic
activity (37,38). Peritoneal carcinomatosis 15 an inf ammatory
process and imvolves numerous non-tumor cells such as inf am-
matory cells, Infammatory monocytes and nevtrophils express
EPCR on their membranes (17), The interaction of aPC/EPCR
can downregulate the pro-coagulant activity of these cells. Tt
can also induce cancer cyvtoprotection and enhance the malig-
nant phenotype of cancer cells. The secretion of hvaloronan
by mesenteric cells contributes to lubrication of the luminal
peritoneal cavity, w hether EPCR is present or not on these
cells has not been reported o date.

In conclusion, in ovarian carcinomatosis, aPC-EPCR
interaction renders cancer cells highly aggressive, and as a
result of inhibition of Thrin formation, the development of
secondary nodules is facilitated, we are at present engaged
in studies to further elucidate the role of EPCR in cancer
homeostasis,
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Le microenvironnement tumoral a un effet prépondérant sur la croissance et la
progression de la pathologie cancéreuse, la dissémination métastatique et la régulation des
réponses biologiques associées. Ses composantes ont un effet évident sur 1’évolution de la
maladie. Dés [D’initiation tumorale et jusqu’aux métastases, les interactions entre cellules
transformées et leur microenvironnement, orchestrent 1’évolution de la pathologie cancéreuse via
différents processus biologiques et plusieurs mécanismes moléculaires. La connaissance et la
maitrise de ces multiples phénomeénes sont a la base du développement de nouvelles approches

thérapeutiques visant a élaborer des traitements efficaces et personnalisés contre le cancer.

Dés le début du processus tumoral, un microenvironnement procoagulant se met en place.
D’une part les cellules tumorales sécrétent des facteurs procoagulants a 1’origine d’une
génération exacerbée de fibrine. D’autre part, ’inflammation joue un rdle de premicre
importance dans I’amplification de I'hypercoagulabilité autour de la tumeur. La tumeur trouve
refuge dans cette matrice extracellulaire (MEC), qui lui sert non seulement de structure de

soutien, mais aussi de barriere protectrice contre 1’action de défense de I’hote.

Cependant, la MEC est aussi le siege d’un remodelage régulier. En effet, I’agressivité de
la tumeur se traduit notamment par la capacité des cellules tumorales de s’échapper de leur site

initial. Ce phénomeéne est étroitement lié au remodelage matriciel.

Plusieurs études se consacrent au remaniement de la MEC par 1’action des protéases
(MMP, urokinase). Toutefois, peu d’études s’intéressent aux aspects de I’inhibition de la

formation de cette matrice.

Le microenvironnement tumoral vacille entre coagulation et anticoagulation. Le systéeme
PC/EPCR constitue le maillon commun de ces deux processus. L'EPCR favorise I'activation de
son ligand, la protéine C, par le complexe thrombine-thrombomoduline. La PCA clive les
facteurs Va et Vllla, réduisant la libération de la fibrine. En revanche, I'EPCR peut étre libéré,
suite a son clivage membranaire, sous une forme circulante dite EPCR soluble (EPCRs).

L'EPCRs sequestre la PCA et déjoue son action anticoagulante.
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Dans un premier temps, nous avons évalué la prédisposition génétique, d'une population
de patients atteints d'un cancer, a développer une thrombose. Autrement dit, le profil
prothrombotique d'un patient cancéreux serait-il, entre autres, le reflet d'une mutation génétique

donnée ?

Pour répondre a cette question, nous avons ciblé un SNP connu pour étre a l'origine de la

solubilisation de I'EPCR et la libération de sa forme circulante.

Notre population d'étude était composée de patients atteints d'hémopathies malignes et de
donneurs sains. Nous avons démontré que la distribution des génotypes AA, AG et GG, en
position 6936 du gene d'EPCR, était similaire dans la population malade et saine. Cette
similitude dans la distribution des génotypes, entre les deux populations, est cohérente. En effet,
le profil non-cancéreux attribué a ces donneurs constitue une étiquette ponctuelle. En d'autres
termes, la population malade est une ancienne population saine. Le profil génétique, quant a lui,

ne varie pas.

Au sein de la population malade, nous avons démontré que 23,3% des patients avaient
développé au moins un épisode thrombotique, tout génotype confondu. Cette fréquence est de
38,1% lorsque le patient est porteur du génotype 6936AG. Aussi, nous avons trouvé que
I'incidence de la thrombose était élevée dans toutes les hémopathies malignes, excepté dans la
leucémie aigué lymphoblastique. En effet, cette sous-population est relativement jeune par
rapport aux autres sous-populations et il est admis que Il'incidence de thrombose est majorée par

le facteur age.

Dans la sous-population atteinte de leucémie aigué myéloblastique, l'incidence de

thrombose est de 50% chez les patients porteurs du génotype 6936AG.

Tous ces résultats plaident en faveur d'une relation triangulaire entre le SNP 6936A/G
d'une part, la pathologie cancéreuse et la thrombose, d'autre part. Le SNP 6936A/G pourrait,
donc, constituer un biomarqueur clé dans la prévention de thrombose, chez les patients

cancéreux, notamment ceux atteints de leucémie aigué myéloblastique.

Ensuite, nous avons orienté notre étude vers la pathologie cancéreuse ovarienne. Le
cancer de l'ovaire constitue un des cancers gynécologiques les plus graves, entrainant, apres le
cancer du sein, la mortalité la plus élevée de ces cancers. Cette pathologie est particulierement
meurtriere, car dans la majorité des cas, elle n'est diagnostiquée qu'aprés la dissémination des

cellules cancéreuses vers la cavité péritonéale.
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Une étude, in situ, nous a permis de mettre en évidence la présence d'EPCR membranaire
dans la majorité des biopsies de tumeurs ovariennes, mais aussi dans des biopsies mammaires,
pulmonaires et coliques. Cela suggére que la présence d'EPCR serait commune aux tumeurs,
quelle que soit leur origine. L'EPCR membranaire était aussi détecté dans les agrégats cellulaires
issus de prélévements d'ascite de patientes atteintes du cancer de I'ovaire et aussi sur la surface
de lignées cellulaires mises en culture, notamment, la lignée d'adénocarcinome ovarien OVCAR-
3.

La présence d'EPCR, a la surface des nodules tumoraux, ainsi que celle des lignées
cancéreuses, limiterait le dép6t de la fibrine dans le microenvironnement tumoral. L'inhibition de
la fibrinoformation par le systeme PC/EPCR déstabilise la matrice extracellulaire, accentue le
potentiel migratoire des cellules tumorales, favorisant ainsi la dissémination métastatique et la

majoration du phénotype malin de la tumeur.

Il est, également, intéressant de constater que la détection de 'EPCR membranaire, au
niveau des biopsies, était plus faible apres traitement thérapeutique, chez les patientes atteintes

du cancer de l'ovaire. Cela pourrait étre expliqué de deux fagons :

- le potentiel prothrombotique, provoqué par un traitement thérapeutique dans un contexte
néoplasique, constitue une évidence. La fonction anticoagulante de I'EPCR/PC serait, par
conséquent, atténuée. La solubilisation de I'EPCR, par action protéolytique, serait augmentée. La
fibrine, ainsi générée, renforcerait la matrice extracellulaire, protégeant les cellules tumorales des

effets du traitement thérapeutique et de la réponse inflammatoire associée.

- la protéine C activée est connue pour ses propriétés cyto-protectrices. Ces effets nécessitent la
fixation de la PCA a son récepteur EPCR et se traduisent par le clivage et I'activation de PAR-1.
Dans notre étude réalisée in situ, l'anticorps dirigé contre I'EPCR, ciblait spécifiquement le
domaine de fixation de la PC. Nous pourrions, donc, penser que ce domaine n'était plus
disponible, suite a la fixation exacerbée de la PC sur son récepteur afin d'exercer sa fonction

cyto-protectrice — empéchant, ainsi, par compétition la fixation de I'anticorps anti-EPCR.

Aussi, nous avons détecté que le taux d'EPCRs dosé dans le liquide péritonéal des
patientes atteintes du cancer de l'ovaire était nettement supérieur a la normale plasmatique. En
effet, I'ascite constitue une véritable source d'enzymes protéolytiques dont les métalloprotéases,

capables de cliver I'EPCR et de libérer sa forme circulante dans le fluide péritonéal.
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Dans une deuxiéme population atteinte du cancer de l'ovaire, mais & un stade
métastatique, le taux d'EPCRs était, curieusement, comparable & celui du plasma normal. En
outre, ces ascites renfermaient des quantités importantes de fibrine soluble et de fibre de fibrine,
indiguant que la coagulation était suivie par une action fibrinolytique. Ces résultats mettent en
évidence la faible disponibilité de I'EPCRs dans ces ascites. La basse concentration d'EPCRs
pourrait étre expliquée par I'important volume d'ascite chez les patientes en stade métastatique.
Cela diminue non seulement le taux d'EPCRs dans ces prélevements, mais dilue aussi son action

coagulante dans le fluide péritonéal.

En conclusion a ces premiers résultats, nous distinguons deux cas de figure ; le cas des

tumeurs solides et celui des hémopathies malignes.

En effet, 'TEPCR membranaire présent a la surface des cellules tumorales joue un role
crucial dans le remodelage matriciel, en limitant le dépdt de fibrine et favorisant ainsi la
dissémination métastatique. Aussi, la PCA fixée a son récepteur, accentue les propriétés
migratoires des cellules malignes, via la voie de signalisation ERK-MEK-1/2 et Rho-GTPase,

favorisant leur extravasation dans la circulation et promouvant leur potentiel métastatique.

Dans un contexte d'hémopathie maligne, les cellules leucémiques circulantes fixent la
PCA, via, les biomolécules d'EPCR présentes a leur surface. Les cellules tumorales diminuent le
taux de PCA circulante et bénéficient de ses propriétés cyto-protectrices. Aussi la solubilisation
de I'EPCR exprimé au niveau des blastes est fortement favorisée par le contexte inflammatoire
spécifique a la leucémie et la sécrétion des enzymes protéolytiques par les cellules tumorales. La
PCA, séquestrée par ses deux récepteurs membranaire et soluble, est par conséquent doublement
empéchée d'exercer sa fonction anticoagulante. Cela fournit un élément de réponse pertinent
quant au potentiel prothrombotique élevé et la forte fréquence de thrombose chez les patients

atteints d'hémopathies malignes.

Sous un autre angle, le r6le du systeme PC/EPCR, dans un contexte néoplasique, peut

étre qualifié d'ambivalent.

D'une part, 'EPCR exprimé au niveau d'un nodule tumoral, accélére I'activation de son
ligand. Ce complexe joue un rdle crucial dans l'inhibition de la fibrinoformation et la

déstabilisation de la matrice extracellulaire. Cela promeut, considérablement, le potentiel
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migratoire des cellules cancéreuses, favorisant ainsi la prolifération tumorale et la dissémination

métastatique.

D'autre part, la solubilisation de I'EPCR et sa libération dans le plasma, lui conférent un
caractére procoagulant. En outre, le volume de la masse tumorale et le nombre de blastes
croissants devraient libérer un plus grand nombre d'EPCRs dans le plasma. Le volume
plasmatique étant constant, le dosage du taux d'EPCRs plasmatique devrait corréler positivement

avec la croissance tumorale.

Ainsi, I'EPCR soluble, dans l'ascite ou dans le plasma, peut constituer un biomarqueur clé
du développement de la pathologie cancéreuse et de la survenue de thrombose. Associé a d'autres
marqueurs de la thrombose et/ou du cancer, 'EPCRs peut également, représenter un critéere
d'évaluation pertinent de la progression des deux pathologies et aussi de I'efficacité des

traitements médicamenteux.

Ces résultats peuvent constituer la base de nouvelles perspectives. Ainsi, la mise en place
d'une étude sur une cohorte de patients a grande échelle atteints d'hémopathies malignes ou de
tumeurs solides est susceptible d'apporter des réponses tranchantes, quant a la pertinence du SNP
6936A/G de I'EPCR en tant que biomarqueur du risque thrombotique, dans un contexte tumoral.
Etant donné leur faible fréquence, nous étions contraints d'abandonner les sujets porteurs du
génotype 6936GG, au cours de notre étude statistique. Pourtant, les patients homozygotes avec
un alléle 6936G seraient les plus prédisposés aux événements thrombotiques. Pour vérifier cela,
il serait tres intéressant de cibler un nombre plus importants d'individus. L'évaluation combinée
d'autres biomarqueurs de la pathologie cancéreuse et/ou de la thrombose, génétiques,
moléculaires ou macromoléculaires, semble importante. Il serait également judicieux de classer
les patients en fonction de I'ancienneté de la pathologie néoplasique, sa localisation, son stade et

I'éventuel traitement médicamenteux.

Aussi, la comparaison des résultats entre hémopathies malignes et tumeurs solides
pourrait aider a mieux caractériser le potentiel thrombophile de chaque type de pathologie et

cerner le réle de I'EPCR dans cette relation causale entre cancer et thrombose.

Enfin, la dissection des mécanismes pro-invasifs et des propriétés cyto-protectrices et
anti-inflammatoires de la PCA est de premiére importance. La PCA est capable d'enclencher

plusieurs voies de signalisation. Ces cascades de réactions impliquent souvent des acteurs
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moléculaires communs et aboutissent, en fonction des conditions physiopathologiques, a des
résultats ou effets opposés.

Dans ce contexte, nous avons egalement étudié l'influence de la PCA sur la réponse
immunitaire et inflammatoire dans la pathologie cancéreuse ovarienne. Nous avons démontré
que la PCA était capable de réguler positivement ou négativement certains acteurs impliqués,
d'une maniére directe ou indirecte dans cette réponse associée. Notre étude a révéle, in vitro, une
augmentation significative de la production de la thrombopoiétine, une cytokine majoritairement
sécretée par le foie, dans le milieu de culture d'une lignée d'adénocarcinome ovarien humain,
OVCAR-3, préalablement stimulée par la PCA.

Ces résultats, nous ont poussés a mettre en place un protocole pour mettre en évidence
I'expression du géene de la TPO dans cette lignée cellulaire, ainsi que dans les agrégats cellulaires
de patientes atteintes de carcinome ovarien. Nous avons ensuite caractérisé la régulation post-
transcriptionnelle par la PCA. Enfin, nous avons démontré, pour la premiere fois, que la TPO
sécrétée par les cellules cancéreuses ovariennes, était capable de maintenir en vie une deuxiéme
lignée TPO-dépendante — preuve que cette TPO ovarienne est, bel et bien, biologiqguement
fonctionnelle. La TPO et la PCA seraient, probablement, impliquées dans des processus
communs. La PCA serait responsable de I'activation de voie(s) de signalisation et de régulation

de la synthése de la TPO et de son activité proliférative.

Curieusement, le taux de transcription du gene de la TPO était différent entre les deux
lignées ovariennes étudiées ; et ce, indépendamment de la stimulation par la PCA. Ce taux était
tres faible dans le tissu ovarien sain. Aussi, le niveau de transcription du géne était nettement
plus élevé dans la lignée leucémique K562, pourtant I'effet prolifératif de la TPO sécrétée par

cette lignée était comparable a celui des OVCAR-3 stimulées.

Il faudrait, donc, éclaircir d'autres points concernant le réle de la TPO dans la pathologie
cancéreuse. Comprendre les mécanismes de régulation transcriptionnelle du géene de la TPO et
de son épissage alternatif, ainsi que les fonctions des différentes isoformes sécrétées, semble

indispensable.

Il est également important d'identifier et de caractériser les éventuelles interactions entre
TPO et PCA dans un contexte physiologique ou tumoral. En effet, la PCA fixée a son récepteur
promeut la migration des cellules cancéreuses, par la voie de signalisation ERK-MEK-1/2. La

TPO est aussi capable d'activer la voie de signalisation MAPK (famille de kinases incluant
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ERK). Recrutées par le récepteur c-MPL, ces kinases sont phosphorylées au niveau de leurs
résidus tyrosine. Cette phosphorylation est induite par la TPO, une fois fixée a son récepteur.
Plusieurs études suggérent I'implication des MAPK dans la différenciation des mégacaryocytes.
Leur réle dépendrait de l'intensité et de la durée de l'activation de cette voie de signalisation.
Comme I'expression du c-MPL a été déja mise en évidence dans des cellules ovariennes, nous
pourrions suggérer une possible coopération entre la TPO et la PCA pour amplifier le signal
MAPK et promouvoir, a la fois, la différentiation des mégacaryocytes et la dissémination

métastatique.

La mise en place d'une étude in vitro et in vivo pourrait nous apporter d'autres éléments
de réponse quant aux possibles voies de signalisation et de régulation communes de la PCA et la
TPO.

Enfin, une étude in situ sur des biopsies de patients atteints de cancer pourrait révéler de
potentielles corrélations, notamment entre la TPO et I'EPCR. Egalement, la mise au point d'une
trousse de dosage plasmatique et dans l'ascite (TPO, plaquettes, EPCRs) pourrait nous aider a
mieux comprendre les fonctions séparées et combinées de ces acteurs dans la pathologie

cancereuse et les complications thrombotiques associées.

Le role de la protéine C et de son récepteur endothélial, dans le cancer et la thrombose,
semble trés complexe. Dans les prochaines années, l'identification et le rassemblement des
nouvelles piéces du puzzle, est décisif. Il s'agit de dégager, en toute urgence, des réponses
péremptoires, quant aux effets pléiotropes de la PCA, afin de pouvoir identifier des cibles

thérapeutiques attractives et efficaces contre le cancer.
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ANNEXES

Au cours de mes travaux de thése, j’ai pu participer a une collaboration de Massoud
Mirshahi avec Christian Billard dont le théme de recherche concerne les mécanismes d’action
d’agents inducteurs d’apoptose afin de mettre en évidence de nouvelles cibles thérapeutiques. Ce
travail collaboratif a porté sur les nouvelles stratégies de traitement des cancers qui ciblent le
rétablissement de la mort cellulaire apoptotique et les protéines de la famille BCL-2. L’apoptose
est un programme physiologique qui intervient au cours du développement et de 1’homéostasie
tissulaire, et qui est aussi destiné a éliminer les cellules endommagées et dangereuses.
L’échappement a I’apoptose est caractéristique de nombreux cancers. Il est en effet fréquemment
impliqué dans le développement tumoral et c’est un mécanisme important de résistance
thérapeutique. Certains cancers restent d’ailleurs incurables a cause de 1’incapacité des cellules
malignes a développer le programme apoptotique, et la leucémie lymphoide chronique (LLC) en

est un exemple typique.

Cette collaboration a été 1’objet de trois publications. La premiére concerne les stratégies
ciblant les protéines impliquées dans le contrdle de I’apoptose dépendante des caspases pour
améliorer les traitements de la LLC. La seconde est une mise a jour des agents dits « BH3
mimetics » ciblant les protéines de la famille BCL-2 qui régulent la voie mitochondriale de
I’apoptose. Cet article souligne les perspectives novatrices qui sont offertes par les derniers
composés identifiés. La troisieme publication est un commentaire sur les premiers « BH3
mimetics » spécifiques de MCL-1 (une protéine unique de survie) qui viennent d’étre découverts,

mettant en évidence leur potentiel thérapeutique pour le traitement ciblé des cancers.
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PUBLICATION N°1

Stratégies ciblant les protéines d'apoptose pour améliorer la

thérapie de la leucémie lymphoide chronique

Strategies targeting apoptosis proteins to improve therapy of chronic lymphocytic

leukemia
Samaher Besbes, Massoud Mirshahi, Marc Pocard and Christian Billard.

Blood Reviews, 2015 [Epub ahead of print].

Dans la voie mitochondriale de 1’apoptose, la permeéabilisation de la membrane
mitochondriale provoque la libération du cytochrome c et d’autres facteurs apoptogenes tel que
SMAC (second mitochondrial activator of caspases) qui permettent 1’activation des caspases
(famille de protéases qui sont les acteurs de la démolition cellulaire). L activation des caspases
est régulée négativement par des antagonistes de la famille de protéines IAP (inhibitor of
apoptosis protein). La perméabilisation de la membrane mitochondriale est strictement contrdlée
par les protéines de la famille BCL-2 qui comprennent les membres pro-survie (notamment
BCL-2, BCL-XL, MCL-1) et les membres pro-apoptotiques de deux types : les « BH3-only »
(dont BIM, PUMA, BAD, NOXA) et les effecteurs de la perméabilisation (surtout BAX et
BAK). L’activité fonctionnelle des membres pro-survie est de séquestrer les protéines pro-
apoptotiques sous forme de complexes inactifs. En cas de stress apoptotique, les BH3-only sont
activées, et elles interagissent avec les protéines de survie ; ceci permet le relargage de BAX et
BAK et leur activation. Ces derniéres peuvent aussi étre activées directement par certaines
protéines BH3-only. Ces différentes interactions gouvernent donc la perméabilisation de la

membrane mitochondriale et donc 1’équilibre survie/apoptose de la cellule.

La LLC est un modele exemplaire de cancer impliquant un défaut d’apoptose. Ceci se
traduit par I’accumulation des lymphocytes leucémiques (quiescents) dans le sang périphérique.
Malgré les avancées récentes des protocoles de chimio-immunothérapie, cette maladie reste
incurable. Différentes stratégies visant a rétablir la machinerie apoptotique ont donc été étudiées

pour améliorer les traitements des patients : (1) I’inhibition de I’expression des facteurs pro-
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survie des familles BCL-2 et IAP a I’aide d’oligonucléotides antisenses et d’inhibiteurs indirects
et non spécifiques de la transcription tels que les CDK (cyclin-dependent kinases), (2)
I’inhibition de I’activité fonctionnelle des protéines de survie des familles BCL-2 et IAP avec,
respectivement, des « BH3 mimetics » et des « SMAC mimetics » et (3) la régulation positive de
I’expression des protéines pro-apoptotiques BH3-only avec des inhibiteurs du protéasome et des
histones désacétylases (HDAC). Des résultats cliniques prometteurs ont été enregistres avec les
inhibiteurs de CDK et surtout avec des BH3 mimetics (navitoclax, ABT-199) qui ciblent BCL-
XL et/ou BCL-2 avec une haute affinité. Les BH3 mimetics imitent les protéines BH3-only en
antagonisant les protéines de survie et en induisant 1’apoptose. Ces données indiquent que les

BH3 mimetics sont d’un grand intérét pour des thérapies combinatoires dans la LLC.
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article info abstract
Auilable online xuo A typlcal feature of chronic lymphocytic leukemila (CLL) |s the impaired ability of the leukemic cells to exenute
thelr apoptotic suicde program. WVarious strategies have been developed to restore apoptosis in OLL cells
Kexpwionds! e wivin, This article review s the strabegies targeting protelns that directly regulate the mitochondrial pathway
(et ) o of apoptosis and caspase activation: (i} inhibiting the expression or acbivity of prossrival probeins of the Bo-2
Apopkogxrect velion and AP {inhibitor of apoptosis protein) families, which are overexpressed in CLL cells and (i) upregulating
Targeting proteins regUiating apopeosis it BH3-cnly memibers of the Bcl-2 family (which are nists of the prosurvival members), Bredin-
Bicl-2 farmity F”’E"'”"“’.“‘ ¥ ol farmiy . antagn - prosunT A
TAP protsing ical and dinical data hawve revealed that inhibiting the activity of prosurvival Bo-2 proteins with BH3 mimetics
BHZ mimetics {so-called because they mimic BH3-only proteins) isan attractive strategy for CLL therapy. Recent results suggest

that the development of BH3 mimeti cs capableof directy activating the apoptosis effectors Bax and Bak may also

b envisaged.

1. Introduction

Apoptosisis acdl daath program oocumringin either physiclogical or
pathalogical conditions to eliminate useless and dangerous cells. The
apoptotic program is executed by specific proteases belonging to the
family of caspases, which are activated in response to various stress sig-
nals through two distinct pathways: the extrinsic or death receptor
pathway and the intrinsic or mitochondrial pathway [1]. In the latter,
the permeabilization of the mitochondrial outer membrane aicits the
release in the cytoplasm af bwo critical molecules: cytodirome ¢ that
triggers the cascade of caspase activation and second mitochondria-
derived activator of caspases (S AC) that neutralizes the activity of
caspass antagonists called inhibitors of apoptosis proteins (1AR). The
mitachondrial outer membrane permeaabilization (MOM P) is stricty
regulated by proteins of the Bd-2 family (sharing one to four domains
of Bcl-2 homalogy, BH1 to BH4). This family is divided into thres
subfamilies: antiapoptotic members (Bcl-2 and the closaly related
Bel-xL, Bcl-w, Mcl-1 and A1) and two proapoptatic subfamilies: first,
BH3-only proteins {so-called because they have only the BH3 domain,
such as Purna, Birm, Mowxa, Bid), which are antagonists of the antiapoptotic
members, and second, the MOM P exacutioners (mainly Bax and Bak).
Spedfic interactions between proteins of the three subfamilies control

« Corresponding author at: INSERM U565, Hbpital Leriboigére, 41 Bd de la hapelle,
5000 Paris, Franoa, Tal,: + 33 1 5321 6750; fa + 33 1 5321 6739,
E-mail address: christian billard@insermdr (C. Billard),

hittpfda doi orgf10. 1016/ bire 201 5.03 005
D268-960K, 2005 Beevier Lid. All rights resarved,

(£ 2015 Bsevier Lid. All ights reserved.

Bax and Bak activation and thus MOMP: notably antiapoptatic members
sequestar Bax and Bak, and the interactions of BH3-only proteins with the
antiapoptotic members induce Bax/Bak releasa and adivation; some of
the BH3-only probeins can also directly activate Bax and Bak [1].

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is characterized by the clonal
expansion and accumulation of a CD5-positive subpopulation of B
cells in the blood, bone mamow, Iymph node and spleen. This condition
Is thought to derive from an imbalance between proliferation and
apoptosis. Contranly to normal B lymphocytes, the leukemic cells
accumulating in the blood are mostly unable to trigger their suicide pro-
grarm. This typical feature of CLL results from both defective mecha-
nisms in the leukemic cals and an excess of survival signals delivered
by microenvironment cells [2-6], Hence, the transcription factor nude-
ar factor-kB (MF-kB), the phosphatidylinositol-3-kinase [PI3K)AKT
pathway (that leads to the phosphorylation of many apoptosis-related
proteins) and pathways invalved in the B-call receptor (BCR) signaing
are constitutively activated, which stimulates the transcription of
numerous antiapoptotic proteins and their overexpression. The main
ocverexpressad antiapoptotic factors in CLL cells are members of the
IaP family such as X-linked LAP (X14P) and the Bcl-2 family proteins
Bd-2 and Md-1 [4-6]. The crucial role of Md-1 in drug resistance, dis-
ease progresslon and outcome In OLL patients is now well documented
[7]- In some CLL cases, losses of micro-interfering RMNAs miR-15a and
miR-16 due to the common deletion 13g14 {resulting in Bel-2 overex-
pression) [8] and inactivation of p53 (allowing the transcription of
proapoptotic molecules, induding the BH3-anly proteins Puma and
Moxa) alse contribute to the apoptosis deficiency.

(2015), http://dx.doi org/10.1016/ blre,2015.03.005
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Despite recent progress of chema-immunotherapy [9], QLLis still in-
curable, Designing novel apoptosis-based therapeutic strategies thus
appeared important for improving the treatment of CLL patients. Twe
main types of strategies have been Investigated: (1) targeting proteins
that directly regulate the MOMP and caspase activation in leukemic
cells and (il) indirect strategies of interfering with survival signals aris-
ing fram microenvi ronment cells, As regards the latter, the inactivation
of the PI3E/AKT, NF-xB and BCR signaling pathways turned out to be
pramising in clinical trials with some agents such as idelalisib (a PI3KS
isoform inhibitor) [10] and ibrutinib (a Bruton tyrosine kinase inhibitor)
[11]. The inactivation of ather types of microenvironment signals with
chamakina receptor inhibitors or lenalidomide for example as well as
indirect activation of the p53 pathway by various agants (2.4, nutlins)
also appearad of interest for CLL therapy. These indirect strategies
have been extensively documentad [2-6,12-17].

The present article reviews direct strategies targeting molecules
that control the initial events in triggering mitochondrial apoptosis
(ie, MOMP and caspase activation): first, inhibiting the expression or
activity of prosurvival Bel-2 and IAP family proteins and second, upreg-
ulating proapoptatic BH3-only proteins. Predinical studies showing
that these strateqies can reactivabe apoptosis in CLL cells and available
dinical data are recapitulated and perspactives for the development of
nowvel CLL therapeutics are disoussed.

2, Inhibition of prosurvival protein expression
2.1, Spedific inhibition of Bol-2 and XIAP protein expression

Attempts to specifically inhibit the expression of prosurvival pro-
teins were performed by using antisense cligonuclectides that target
mRMA for degradation. Several antisense oligonucleatides targeting
Bdl-2 {eg, oblimersen) were designed and extensively studied. Howey-
e clinical trials with oblimersen in CLL were unsuccessful probably be-
cause of off-target effects [18-20]. Antisense oligonudectides targeting
caspase inhibitors of the IAP family were also generated, including an
KIAP inhibitor { AEG35156), which was found to induce apoptosis in
CLL cells, but no significant therapautic effects were recorded in CLL
patients with this type of compounds [21-23], Ancther passibility to
selectively inhibit antiapoptotic protein expression is silencing with
small interfering RNA (SIRNA) or short hairpin RNA (shRMA) that
mimics endogenous micro-interfering RNA (miR). Actually, Mcl-1
siRMA can induce CLL cell death in vitre [24], and both miR-15al and
miR-16-1 can downregulate Bol-2 and provoke apoptosisin a leukemic
cell model [8]. However, the treatment of patients with siRNA or shRMNA
cames up againet difficulties [25,26].

22, Mor-gpedfic trarecriptional inhibition of Bol-2 and I8P family protains

This strategy turned out to be of great interest by using notably
flavopiridol, which is a well known and potent inducer of apoptosis in
CLL patients’ cells ex vivo [27]. Indead, this plant-derived flavonoid can
reduce the transcriptiona activity of RNA Polymerase [T via its property
of cyclin-dependent kinase (CDK) inhibitor [28]. This effect of
flavopiridol on transcription is not spedfic and affects mainly short-
lived proteins, including many antiapoptotic proteins such as Mcl-1
and Bd-xL (but not Bd-2), several LAP {X1AP, c-LAP-2, survivin], c-Myc
(& transcriptional activator of Md-1) and Mdm-2 {a p53 antagonist)
[28,29]. The transcriptional inhibiticn of Mcl-1 and X1AP is the major
mechanism by which flavopiridel exerts its proapoptotic effects in CLL
cells [27-29]. Although the firet dinical trials of flavopiridol in CLL
patients did not prove convincing [30], a phase I study using a nawvel
pharmacologically based schedule has provided significant results
with treatment responses in 53%af the patients and increases in
progression-free survival time [31]. While predictive markers for toxic-
ity of lavopiridel remain to be defined, its combination with chemo-
immunatherapy has been recently proposed to eradicate residual CLL

disease [30], Other CDK inhibitors such as SNS-032 and dinadclib are
alse apoptosis inducers in CLL cells by downregulating mainly Md-1
and XIAP expression [32,33], and their clinical evaluation is engoing.
Furthermare, translation inhibition that preferably targets labile pro-
teins is another approach to downregulate antiapoptotic proteins such
as Ml-1. Homoharringtonine and silvestrol are two translational inhib-
itors capable of indudng CLL cell apoptosis via Mcl-1 downregulation
[34.35]. While silvestrol exerts in vivo antileukemnic activity in the TOL-
1 transgenic mouse model of CLL [35], it is not krown whether transla-
tion inhibitors have therapeutic activity in CLL patients,

3. Inhibition of prosurvival protein activity
3.1, Bel-2 family proteins

The BH3 mimetic concept has proposad that small molecules capa-
ble of mimicking BH3-only proteins might be usaful for anticancer ther-
apy [36,37]. This concept is based on the fact that BH3-only proteins are
the natural, specific antagonists of prosurvival Bd-2 family members
{whose adivity is to saquester the MOMP effectors Bax and Bak). Such
BH 3 mimetic compounds should bind to the prosurvival Bol-2 proteins
and antagonize their activity, resulting in Bax/Bak release and activa-
ticn, and thus apoptesls induction [37], The various BH3 mimetics that
have been designed are short peptides modeled on BH3 domalns or
smiall organic molecules (identified by soreening either natural product
libraries or computer-designed cormpounds for their capacity to interact
with Bd-2 proteing), There are bwo main criteria to define an authentic
BH3 mimetic: binding to the targets with the same high affinity asthe
BHZ-only prateins and induction of Bax/Bak-dependent apoptosis
[37]. Sorme putative BH3 mimetics do not fully respond to these criteria
and act via off-target effects (e.g, generation of reactive oxygen spedes
{ROS), endoplasmic reticulum stress response, induction of the BH3-
anly Moxa, caspase-independent or autophagic cell death) [37,38],

The organic molecule ABT-737 is an authentic BH3 mimetic [37,38].
By binding to Bcl-2, Bcd-xL and Bd-w (but nat Mcl-1 or Al) [3940]; it
induces mitochondrial apoptosis of CLL cells [41]. Its oral derivative
ABT-263 (navitodax), which has been designed for dinlcal application
[42], has shown significant therapeutic activity in a phase [ dose-
eccalation study in relapsed or refractory CLL patients, with a partial
response rate of 35%and satisfactory progression-free survival of
25 months [43], The ABT-199 derivative that binds only to Bel-2 has
been further developed in order to prevent the marked thrombooytope-
nia causad by navitodax {resulting from Bo -xL inhibition) [44]. ABT-
199 can also trigger CLL cell apoptosis [45,46] and has proved promising
in & clinical trial with reduced tumor burden in the first three CLL
patients recruited [44]. The antileukemic activity of ABT-199 in CLL
was further confirmed with 84%0f overall response rate, including
20%xof complete responses [47].

Two putative BH3 mimetics were found to promote mitochondrial
apaptosis in CLL calls: obatoclax | synthesized from screening a natural
product library), which binds to all prosurvival Bd-2 proteins albeit
with low affinity [4849], and gossypol, a plant-derived polyphenal
[50,51]; both were further shown to act at least partly through off-
targel medchanisms [37,38,52)]. The gossypol's isomer AT-101 is more
active and avercomes stroma-mediated Mel-1 indudtion and apaptosis
resistance in vitra [53]. However, neither of these agents has shown
significant therapeutic effects in dinical trials in CLL; phase I studies
of obatodax in combination with other drugs are ongoing [54,55],

32, 18P family proteins

The strabeay to mimic SMAC (the endagenous antagonist of IaP
activities) has also been developed [21]. Although a menovalent small
malecule designed to bind to the AP BIR2 domain and capable of antag-
anizing XIAP displays proapoptotic properties in CLL cells [22], no
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therapeutic benefits in CLL patients have been so far reported with
SMAC mimetics [23].

4, Upregulation of proapoptotic protein expression

The expression of alarge number of proteing, i nduding proapoptotic
molecules, is regulated by the proteasome that attends to the protealyt-
ic degradation of ubiquitin-tagged proteins [56]. The strategy of
inhibiting proteasomal activity was therefore developed to increase
protein stability and accumulation [56,57]. Variows bypes of proteasome
inhibitors {whose prototype is bortezomib) can increasa the levels of
proapoptotic proteins such as the BH3-only Bcl-2 family members
Moxa, Bim and Puma, p53 and IkB (the physiologic inhibitor of NF-ki)
[56,57]. Most proteasaome inhibitors have the ability to induce
caspase-dependent mitochondrial apoptosis in CLL cells throwgh a
mechanism invelving mainly upregulation of the BH3-only protein
MNoxa [58,.559]. This is also the case for plant-derived proteasome inhibi-
tors such asthe philorogled nol hyperforin [60] or the flavonoi d epigallo-
catechin gallate (EGCE) [56,61). Furthermore, proapoptotic protein
expression can also be enhanced by the inactivation of histone
deacetylases (HDACS): these enzymes are overexpressed in many
cancers, induding OLL in which they mediate epigenetic silendng of
miR-15a, mik-16 and miR-29h [62]. Therefore, the strategy to inactivate
HDWCs in CLL cells has been extensively investigated: several HDAC
inhibitors are capable of inducing leukemic call death through tran-
scriptional activation and upregulation of the BH3-only proteins Noxa
and Bim [63,64],

However, proteascme inhibitors (induding bortezomib) and HDWMC
inhibitors (such as depsipeptide and M GOD-0103) have not shown sig-
nificant therapeutic activity in phase I dinical trigls in COLL [65-67].
This may be due to the fact that these agents upregulate various types
of proteins, incleding the crucial prosurvival Mcl-1 [68]. In contrast,
the natural proteasome inhibitor EGOG—known for its multiple effects,
induding Md-1 and XIAP dow nregulation [61]—was reported to reduce
Iymphocytosis and adenopathy in 69%of CLL patients [69]. Further-
more, clinical trials in CLL are ongoing to evaluate the effects of
combining some proteasome or HDAC inhibitors with other agents
such as Md-1 inhibitors, BH3 mimetics and chemotherapeutics.

5. Possible strategy of stimulating proapoptotic protein activity

The putative BH3 mimetic obatoclax can neither bind to prosurvival
Bcl-2 proteinswith high affinity nor induce Bax/Bak-dependent apopto-
sls [37]. Nevertheless, this agent was recently reported to directly
activate the proapoptotic proteln Bax (a MOMP executioner) in cholan-
giccarci noma clls [70], suggesting that it could mimic an “activator”
BH 3-only protein. Proaof of concept that BH3 mimetics may be designed
to directly activate proapoptotic proteins has been provided by
Gavathiotis et al.: they characterized a BH3 peptide (derived from the
BH3-only protain Bim), which interacts with Bax at a site that directly
triggers its activation [71], and they used this compound to identify a
small molecule (BAMY) capable of activating Bax and eliciting Bax-
mediated apoptoss in Bak-deficient cells [72], Interestingly, a BH3
peptide modeled on the BH3-only protein Puma can trigger caspase
activation and apoptosis in neuroblastoma cells by having the dual
capacity to directly activate Bax and inhibit the antiapoptotic Bol-2
and Mcl-1 proteins [73], In addition, the other MOMP executicner Bak
can also be directly activated by a Purma BH3 peptide resulting in induc-
tion of MOMP and cell death [74]. Although it is not presently knawn
whether these new BH3 mimetic compounds are capable of inducing
apaptosisin OLL calls, the above dataindicate that the strateay to direct-
Iy stimulate the activity of proapoptotic prateins such as the MOMP
effectors Bax and Bak has now to be considerad.,

&. Discussion and perspective

The different strategies targeting molecules that directly regulate
MOMP and caspase activation in CLL cells are summarized in Fg. 1.
Although these strategies have attracted much attention in many big-
logical studies, only a few clinical data in CLL are available (Table 1}.
Consistent antileukemic effects in CLL patients have been chserved by
using the strabegies to inhibit either the activity of antiapoptotic Bol-2
prateins (with authentic BH2 mimetics of the ABT series that are highly
spedfic for their targets) or the expression of Md -1 and XI8P (with the
CDK inhibitor flavopirided). By contrast, the strategies to upregulate
proapoptotic proteins {with proteasome or HDALC inhibitors) were dis-
appointing with the exception of dinical data reported on the natural
prateasome inhibitor EGOG, which may be due to multiple properties

Antisanse oligonuicleotides
Flavopiridol, cm‘mr COK fnh.ib.lnw:

SMAC
mimatics

BH3 Proteasome inhibitors
mi.rmm'\c: HOAC inhibitors

APOPTOSIS

Direct activator BH2 mimetics

Fig, 1, Srakegies targeting molecules that directly regulate M OM P and caspase activaticon to react vata mitochondrial apopoosls in OLL calls. The three main strategies and a fourth possiole
strabegy figure in green bowes; the agents used are mentioned underneath in italics, Prosureival proteins are represented in red circles and proapoptotic moleoules in Bue crdes, Blue
arrows indicabe positive effects [upregulation/acivation) ard red rrinus-snded 1ines represent negative effects [dow rregulation/inactivation). MOM P: mitochendrial outer rmambrane
permizabilization; 1AP: inhibitor of apopiosis protein; SMAC sacond mitochondriz-derived adivator of caspase; BH3: Bd-2 homology domain-3; BH3-only proteins: proagoptotic Bd -2

farnily proteins having only tha BH3 domain; HDAL histonie deacetylase:
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Tahla 1
Current stabus of agents targeting apaptoss proteins in chranic lymphocgtic laukerria,
Agents Targets Qinical stage: Latest dinical cuttomes Reference
Antisensea oligonucleotides
Oblimersen Bd-2 PFhasa [I {comibinations in phase ) NE [19]
AEGIS156 ¥IAP Phags [T (terminated) NS [23]
CD inhibitors Maindy Md-1 and XIAP
Flanopiridal Fhasa [ {combinations ongoeng) SRR [31]
TS0 Phase I NS [88]
Dinacidib Phasa 1 SASR0ORR; [89]
BH3 mimetics
Navitocax Bol-2, Bol-xl, Bd-w Phasa 11 I50E0RR (CR) [43]
ABT-199 Bel-2 Phiase [ (combinations in phase 1) BA%ORR {23%0R) [47]
Obakind ax B -2, Bil-xL, Bol-w, Md-1, Al Phase [ [ combinations ongaing) AYHIRR [09%0R) [a0]
Gossypol/AT-101 Bd-Z, Bol-xl, Mcl-1 Phase [/l (combinations in phase ) NS [a1]
FAAC mirmetics
Small malecule binding the AP BIR3 domain  Mainly XIAP Mo active trial Mat regorted [23]
Protessome Inhibitors Maindy Moxa (alsa Bim, Puma, ps3, kE)
Bortezamib Phase 11 {combinations angoing) NS [65]
Carfilzamib Phass I (recruiting) Rt yat [82]
EGOG Fhase 11 Eanhematologic responses  [69]
HEWE inhibitors Notahly Nowaand Bim
Depsipeptide Phase [T [combinaticns engaing) NS [66]
MGCD-0103 NS [£7]

DK = cyclin-dependent kingss, BHI = Bel-2 homalogy domain-3, AL = second mitochendria-derived adivator of caspeses, 1P = inhibitar of spoptasis protein, EGOG =
epigallocabeching galate, HOAC = histare deacetyless, NS = net sgnificant, ORR = averall respense rabe, R = complebe respenses,

of the compound and remain to be confirmed, From these data, it seems
that targeting antiapoptotic proteins has a higher therapeutic patential
for CLL than targeting proapoptotic molecules. Nevertheless, results of
various ongeing dinical studies will be oritical, notably trials combining
agents with different mechanisms of action {BH3 mimetics, flavopiridol
of other COK Inhibitors, proteasome and HDAC inhibitors).

The strategy of antagonizing the antiapoptotic activity of Bd-2 pro-
teins with BH3 mimetics is particularly attractive [75] and appears as
a future way to improve CLL treabment, Indeed, significant dinical re-
sults were recorded with navited ax (targeting Bel-2 and Bel-xL) and
ABT-199 (targeting selectively Bel-2). A recent review has disoussed
these data in detail and pinpointed many questions yet to be resolved
for targeting Bol-2 as part of combination therapy in OLL and saveral
other lymphoid malignandes [76]. An important issue relates to the
resistance to BH3 mimetics of the ABT series, due to the fact that they
cannot antagonize the antiapoptetic proteins Mcl-1 and AL, Mcl-1
plays a cruda role in CLL pathogenesis and resistance to conventional
therapy and numerous studies have suggested that navitoclax might
be used in combination with various agents that can inhibit the expres-
sion of Md-1 [77]. The role of Al in the resistance of OLL cells to ABT-737
and fludarabine has also been documented [78-80]. Conseguently,
novel types af BH2 mimetics should be generated such as antagonists
epecific for Md-1 or AL, and pan-BH3 mirmetics [ capable of antagoniz-
ing a wide range of prosurvival Bd-2 family proteins, eg., Bel-2, Bd-xL
and Md-1). Several protatypesof these new BH3 mimetics have already
been identified, as for example MIM 1 [81] and other Md-1-specific
inhibitors [82-84], the first small malecule targeting Al [85] and two
pan-BH3 mimetics, Bim SAHB and I-106 [85,57]. Such small molecules
or their derivatives would deserve to be evaluated for their
proapoptotic capacities in CLL cells and eventual therapeutic potential
in patients.

Lastly, the BH 3 mimetic concept has led to the recent discovery of
novel compounds that can directly activate the MOM P effectors Bax
and Bak [71-74]. This indicates that advances in CLL treatrment may
arise from strategies of not only antagonizing prosurvival proteins
but alse activating directly proapoptatic members of the Bel-2
farnily.
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Le ciblage des protéines de la famille BCL-2 apparait étre une stratégie attractive pour
assister les traitements des cancers. Ceci a suscité le développement d’agents dits « BH3
mimetics » qui imitent les membres proapoptotiques BH3-only de la famille en interagissant
spécifiquement avec les membres pro-survie et en inhibant leur activité anti-apoptotique ; ceci
induit P’activation des effecteurs BAX et BAK et par conséquent 1’apoptose dans les cellules
malignes. Des résultats cliniques significatifs ont été obtenus surtout avec I’ABT-199, un
inhibiteur spécifique de la protéine BCL-2. Un certain nombre des composés identifiés ne lient
pas leurs cibles avec une haute affinité (nanomolaire) nécessaire pour induire 1’apoptose via le
mécanisme qui permet 1’activation de BAX/BAK. Toutefois, les dernieres recherches ont permis
la découverte de, non seulement plusieurs nouveaux BH3 mimetics authentiques du type
inhibiteur des protéines de survie, mais aussi des BH3 mimetics novateurs : certains sont
capables d’activer directement les effecteurs BAX et BAK, et un compose est a la fois activateur
de BAX et inhibiteur de BCL-2. De nouvelles perspectives sont donc envisageables pour

améliorer les thérapies anti-cancer.
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Abstr Act

Proteins of the BCL-2 family control the mitochondrial pathway of apoptosis.
Targeting these proteins proves to be an attractive strategy for anticancer therapy.
The biological context is based on the fact that BH3-only members of the family are
specif ¢ antagonists of prosurvival members. This prompted the identif cation of "BH3
mimetic” compounds. These small peptides or organic molecules indeed mimic the
BH3 domain of BH3-only proteins: by selectively binding and antagonizing prosurvival
proteins, they can induce apoptosis in malignant cells. Some small-molecule inhibitors
of prosurvival proteins have already entered clinical trials in cancer patients and
two of them have shown signif cant therapeutic effects. The latest developments
in the f eld of targeting BCL-2 family proteins highlight several new antagonists
of prosurvival proteins as well as direct activators of proapoptotic proteins. These
compounds open up novel prospects for the development of BH3 mimetic anticancer

drugs.

INt r ODUc t ION

Apoptosis is a cell death program intended for
regulating cell number during development and tissue
homeostasis as well as eliminating damaged/dangerous
cells [1]. Evasion of apoptosis is typical of many cancers
and a frequent cause of therapeutic resistance [2, 3], This
cvasion is mostly duc to impairment in the mitochondrial
pathway of apoptosis. Proteins of the BCL-2 family strictly
control this pathway by inducing the mitochondrial outer
membrane permeabilization (MOMP). The latter indeed
allows the release of apoptogenic factors responsible for
the activation of caspases that are the executioners of the
cellular demolition program [1, 2].

The BCL-2 family proteins are characterized by
their domains of homology to BCL-2 (BHI to 4) and
their functional activitics. They comprise the prosurvival
members (BCL-2, BCL-X|, BCL-W, MCL-1 and Al)
and the proapoptotic members, The latter include the
MOMP cffectors (mainly BAX and BAK) and the BH3-
only proteins, so-called because they have only the
BH3 domain (c.g., BIM, BID, PUMA, BAD. NOXA).
The activity of the prosurvival proteins is to bind to
proapoptotic molecules, notably the MOMP effectors
BAX and BAK which are thus sequestered in an inactive

form. All prosurvivals can bind BAX whereas only BCL-
X, and MCL-1 bind to BAK. This antiapoptotic activity
is antagonized by the BH3-only members: by inserting
their helical BH3 region into the hydrophobic groove of
the prosurvival proteins, they provoke the release of the
sequestered BAX and BAK that are thus activated. These
interactions are selective: for example NOXA binds only
to MCL-1 and A1, BAD binds only to BCL-2, BCL-X|
and BCL-W, whereas BIM, BID and PUMA can bind to
all prosurvival proteins [1, 2]. Certain BH3-only proteins
(such as BIM, BID and probably PUMA) can directly
activate the proapoptotic proteins BAX and BAK.
Hence, the BCL-2 family proteins govern the
MOMP by their specif ¢ interactions, and thus the fate of
cells to either live or die. Targeting these proteins therefore
appeared as an attractive apoptosis-based strategy to assist
anticancer therapy [1, 2]. A particular attention has been
focused on the development of agents capable of inhibiting
the activity of prosurvival BCL-2 family members that are
overexpressed in various malignancies [1, 2, 4]. This has
led to the characterization of small molecules mimicking
the BH3 domain of BH3-only proteins, likely to selectively
bind to and antagonize prosurvival family members and
thus induce apoptosis. These “BH3 mimetic™ compounds
are short peptides modeled on BH3 domains and small
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organic molecules. The latter are identif ed by screening
libraries of either natural products or computer-designed
molecules for binding to BCL-2 proteins [5-16]. Two
major criteria were proposed by Lessene ef af to def ne an
authentic BH3 mimetic: high aff nity binding to the targets
{in the nM range) and induction of BAX/BAK-dependent
apoptosis [5]. Some compounds have shown signif cant
therapeutic effects in cancer patients.

The preclinical and clinical properties of the small
molecules inhibiting prosurvival BCL-2 family proteins
have been extensively reviewed [5-16]. Two of the most
recent reviews have described the biological context
to targeting these proteins and advances in therapeutic
approaches with BH} mimetics. In the one, Anderson
ef al have focused on the four agents that are in clinical
evaluation, discussed the data in detail and pinpointed
questions yet to be resolved for using these agents as part
of combination therapy [15]. In the other, Roy ef af have
presented a comprehensive review of compounds that
target the BCL-2 family-driven pathway [16]. The present
article updates the small molecules targeting proteins of
the BCL-2 famuly with the discovery of not only highly
potent antagonists of prosurvival members but also direct
activators of the MOMP cffectors BAX and BAK and a
dual prosurvival inhibitor/proapoptotic activator. These
data bring a new dimension to the therapeutic targeting of
BCL-2 family proteins.

INHIbIt Or s OF Pr Os Ur VIVAL be L-2
Pr Ot EINs

s mall organic molecules

Ohatoclax

This synthetic indol bipyrrole melecule derived
from the natural product prodigiosin is capable of binding
to all prosurvival BCL-2 family proteins with low aff nity
{in the pM range) and inducing apoptosis in tumor cells
in vitrea [17). This putative pan-BH3 mimetic (or BIM-
like BH3 mimetic) was the frst to enter clinical trials but
has shown only modest therapeutic effects [15, 18], It is
now known that obatoclax does not meet the two main
criteria defning an authentic BHY mimetic and that its
proapoptotic activities result from off-target mechanisms

[19, 20].
Gossypol family

CGiossypol, a natural polyphenol, and its svnthetic
isomer AT-101 [21, 22] are also putative pan-BH3
mimetics: they do not fully meet the criteria for a bona
Fde BH3Y mimetic and induce apoptosis via muluple
mechanisms [19, 20, 23], Like obatoclax, they showed
limited anticancer activity in clinical trials [15]. Several
gossypol and AT-101 derivatives such as sabutoclax {BI-

97C1) and BI-97D6 were characterized in preclinical
studies as exhibiting higher binding aff nities (in the
sub-pM range) and triggering predominantly BAX/
BAK-dependent apoptosis; both sabutoclax and BI-97D6
show in vivo antitumor effects in amimal models [24, 25].
Interestingly, sabutoclax has tumed out to be a pan-BCL-2
inhibitor in some but not all cellular systems, displaying
its best activity in inhibiting MCL-1 [26].

TW-37. a rationally designed benzovlsulphonyl
analog of gossypol [22, 27], was also known to operate
only in part as a pan-BH3 mimetic: it binds to BCL-2,
BCL-X| and MCL-1 with moderate aff nity (sub-pM),
induces apoptosis depending partially on BAX/BAK
activation and shows several off-target cffects. However,
a recent carcful analvsis has demonstrated that TW-37 (1)
induces scveral typical features of mitochondrial apoptosis
in MCL-1-dependent cells [but not BCL-2 or BCL-X, -
dependent cells] and (ii) exhibits all the hallmarks of a
NOXA-like BH} mimetic antagonizing sclectively MCL-
1. although only at high concentrations [26]. This study
suggested that derivatives of TW-37 with higher aff nity
for MCL-1 might be developed [26].

Abt-737 and navitoclax

The fragment-screening approach based on
structure/activity relationship (SAR) by nuclear magnetic
resonance (WMR) - initially described by Fesik and
colleagues [28] - led to the discovery of ABT-737, a
molecule with an acylsulfonamide moiety [29]. Its
orally-bioavailable derivative ABT-263 (now navitoclax)
was designed for clinical use [30]. Both molecules are
authentic BH3 mimetics targeting BCL-2, BCL-X| and
BCL-W but not MCL-1 or Al {as the BH3-only protein
BAD, so they are referred to as BAD-like BH3 mimetics).
They were extensively characterized in preclinical studies
[, 16, 23]. The therapeutic activity of navitoclax in
patients with hematologic malignancies (particularly
chronic lymphocytic leukemia) and some solid cancers is
now well established [15, 16].

Abt-199

Thrombocytopenia (i.e., an abnormal decrease
in number of platelets in the blood) is a dose-limiting
effect of navitoclax due to the inhibition of BCL-X (a
survival factor for platelets). To circumvent this side
effect, navitoclax derivatives that bind specifcally
to BCL-2 {without signifcant binding to BCL-X or
BCL-W) were designed, leading to ABT-199. This
true BH3 mimetic is the frst highly selective inhibitor
of BCL-2 [31]. Initial clinical studies of ABT-199 in
chronic lymphocytic leukemia (CLL) and non-Hodgkin's
Iymphoma have already shown impressive antitumor
eff cacy, with higher response rates than navitoclax and
without thrombocytopenia [15, 16, 31]. The latest results
from the trial in refractory or relapsed CLL patients have
conf rmed the effectiveness of ABT-199: 23% of the 78
patients recruited for 2 years had complete response {(with

www.impactjournals.com/oncotarget

Oncotarget

ANNEXES

[EE
(o)
(8}



no evidence of cancer in some patients), 54 % achicved
a partial response and overall, 59% of the patients have
survived for 2 years without leukemia progression; in
addition, the complete response rates were similar in high-
risk patients including those having p53 def ciency due to
the deletion in chromosome 17 [32]. Morcover, scveral
promising clinical data have been lastly reported: notably
in phase V11 trials of ABT-199 in acute mycloid leukemia,
and of its combination with bendamustine, rituximab or
obinituzumab in non-Hodgkin’s lymphoma and CLL [33-
36]. Phase III studics of ABT-199 (now venctoclax) are
ongoing.

Other Abt -737 derivatives

Isosteric analogs of ABT-737 in which the
acylsulfonamide moiety is replaced by a quinazoline
group were synthesized: these quinazoline derivatives
have reduced capacities to bind BCL-W while keeping
their high-aff nity binding to BCL-2 and BCL-X| [37].
The same characteristics were observed with other
acylsulfonamide derivatives, as previously reviewed [16].

bM-957 and bM-1197

BM-957 is another ABT-737 derivative (a diphenyl-
pyrrole-carboxamide scaffold linked to the nitrobenzene
sulfonamide half of ABT-737): it also binds to BCL-
2 and BCL-X, with sub-nM aff nity, induces caspase
3-dependent apoptoms in tumor cell lines and causes
tumor regression in xenograft models [38]. In order to
optimize their compound BM-957, Wang and colleagues
performed modif cations of the pyrrole-carboxylic acid
core structure leading to the new small molecule BM-
1197 [39]. This compound binds to BCL-2 and BCL-X
with sub-nM aff nity, inhibits their antiapoptotic activities
and induces BAX/BAK-dependent apoptosis in small
cell lung cancer cell lines. In addition, BM-1197 shows
improved solubility and pharmacokinetic properties and
elicits complete and long-term tumor regression in two
different small cell lung cancer xenograft models [39].
Consequently, BM-1197 proves to be a new BAD-like
BH3 mimetic.

WEHI-539 and A-1155463

High-throughput screening of small molecules
targeting BCL-X, and structure-guided design led to the
discovery of WEHI-539, a molecule with a benzothiazole
hydrazone scaflold. This compound was the frst highly
selective antagonist of BCL-X, (through high aff nity
binding) over BCL-2 and BCL-W. Careful analysis
of its mechanism of action has shown that WEHI-539
induces BAK-mediated apoptosis [40]. NMR fragment
screening and structure-based design further led to the
characterization of A-1155463, a more potent BCL-X
mhibitor than WEHI-539 while possessing none of its
pharmaceutical liabilities. Importantly, this compound
acts through an on-target mechanism and shows in vive
antitumor activity in mice [41]. The new small molecule

A-155463 constitutes an actual BH3 mimetic specif ¢ for
BCL-X,.

Arylsulfonamide derivatives

Hybridization of the arylsulfonamide portion of
ABT-737 with an MCL-1 inhibitor resulted in a dual
BCL-X /MCL-1 ligand with moderate (sub-uM) aff nity
[42]. A subsumted arylsulfonamide has shown selectivity
for MCL-1 (albeit with sub-uM binding aff nity): this
molecule induces caspase-9 activation and apoptosis [43].
Interestingly, an approach similar to that used for the
ABT series has recently allowed the design of a biphenyl
arylsulfonamide molecule also targeting MCL-1 with an
apparent aff nity of 30 nM: despite it is not known whether
this compound can induce apoptosis, it might serve as a
promising lead for optimized effects [44].

Mc L-1 inhibitor molecule-1 (MIM-1)

High-throughput screening of small molecules
displacing a stapled peptide derived from the BH3 domain
of MCL-1 has yielded a substituted thiazol molecule
called MIM-1 (for MCL-1 inhibitor molecule-1); this
small molecule specif cally engages the binding groove of
MCL-1 and induces BAK-dependent apoptosis in MCL-
I1-dependent cells [45]. However, the binding aff nity for
MCL-1 is modest (4.8 uM), high concentrations of MIM-1
are required for apoptosis, and this activity depends on the

cell type [26].
s mall molecule Mc¢ L-1 inhibitor

Using their NMR-based fragment screen approach
(having led to ABT-737), Fesik and colleagues recently
identif ed two chemically distinet compounds that bind
to different sites of MCL-1; they then merged these
compounds together to produce molecules binding
MCL-1 selectively over BCL-2 and BCL-X, [46]. After
optimization, they obtained a lead compound [indole-2-
carboxylic acid] which binds and inhibits MCL-1 (with an
alf nity of 55 nM) and induces apoptosis, Crystal structure
of the complex validates the strategy and provides detailed
information to design more potent inhibitors [46].

A-1210477

A series of specif ¢ MCL-1 inhibitors exhibiting sub-
nM aff nity were obtained by high throughput screening
and structure-guided design [47]. The compounds are
indole-2-carboxylic acids like the small molecule MCL-1
inhibitor described by Fesik and colleagues [46], but have
a 100-fold higher binding aff nity. Leverson er al have
further characterized the most potent of the compounds,
A-1210477: it binds selectively to MCL-1 with an aff nity
of 0.45 nM, disrupts BIM/MCL-1 complexes in living
cells, induces the hallmarks of mitochondrial apoptosis
in MCL-1-dependent cancer cells and synergizes with
navitoclax to induce apoptosis in various malignant cell
lines [48]. Data also demonstrate that the compound acts
through an on-target mechanism. Therefore, A-1210477
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Table 1} Main small molecnles targetdng BCL-2 tamily profeins and thelr characteristies.
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appears as the st BH3 mimetic targeting MCL-1.
Mel-1 inhibitor-9

A high-throughput screeming approach culminated
in the characterization of a  piperazine-substituted
hydroxygquinoling that inhibits selectively MCL-1, This
molecule called Mel-1  inhibitor-9 was proposed to
function as a BH3 mimetic in inducing mitochondrial
apoptosis in cell lines [49] although the binding aff nity
and mechanism of action have not been evaluated.

s esquiterpenoid derivatives

Screening a library of natural sesquiterpenoids
for disrupting the MCL-1/BIM BH3 complex led to the
identif cation of hexahydronaphtalene and the synthesis of
substituted derivatives. The most potent MCL-1 inhibitor
can engage the binding groove of MCL-1 in computational
docking experiments, and it shows antagonizing activity
in cancer cells [30]. This possible new class of MCL-1
inhibitor vet needs further development and biological
characterization.

51 family

The small molecule 51 (an  oxo-phenalene-
dicarbonitrile) binds to both BCL-2 and MCL-1 albeit
with maoderate aff nity (in the sub-uM range), wiggers
BAX/BAK-dependent apoptosis, and shows antitumor
activity in an amimal model [51]. Although mitally
proposed as a pan-BH3 mimetic, 51 was reportedly

found to act via multiple and off-target mechanisms [20,
32, 53], A substituted derivative of 51 was designed and
characterized as showing a higher aff nity for binding
MCL-1 (10 nM) and BCL-2 (20 nM) and a beter
apopiotic achivity in tumor cell lings than the parental 51
[54]. Unless the demonstration that this activity is BAX/
BAK-dependent, S1-derivative should be considered as
a putative pan-BH3 mimetic. Other S1-derivatives were
deseribed as novel MCL-1 inhibitors [55, 56].

Acylsulfonamide molecules

A fragment-based NMR method (other than the
Fesik's approach) has allowed the generation of a senies
of acylsulfonamides (different from the ABT series). The
small molecules exhibit high aff mity (nh) for both BCL-
X, and MCL-1 [57]. However, their biological validation
has not been provided.

¢ ompound JY-1-106

SAR analysis of oligoamide foldamers led to the
design of 1Y-1-106, a substituted trisarylamide having the
ability to induce apoptosis in vitre and to repress tumor
growth in an animal model. Computational analyses
indicate that IY-1-106 engages the BH3-binding grooves
of both BCL-X, and MCL-1, suggesting that it may be a
pan-BH3 mimetic [38]. Whether 1Y-1-106 meets the two
criteria that def ne an authentic BH3 mimetic vet remains
to be stated.
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Other new small molecules

A number of small organic molecules designed
to mimic BH3 peptides have just been reported such
as a series of molecules containing a benzoylurea
scaffold which selectively bind to BCL-X| albeit with
pM aff nity [59]. Is is also the case for several MCL-1
inhibitors including marinopyrrole derivatives, a single
diastereomer of a macrolactam core and compounds with
a 3-phenylthiophene-2-sulfonamide core moiety or with a
phenyl-piperazing-triazine scaffold [60-63]. Interestingly,
a small molecule targeting the prosurvival BCL-2 family
protein Al has been identifed for the frst time [64].
Although these compounds require further characterization
and improvements, they may represent starting points for
developing new classes of inhibitors.

b H3 domain-derived peptides

Peptides hardly penetrate into cells and are prone to
rapid proteolytic degradation. Efforts focused to modify
peptides in order to increase the cell penetration and
stability and also to reproduce the helicity of BH2 domains
needed for high aff nity binding.

w/fi foldamers

BIM and PUMA BH3 peptides were modif ed by
incorporating non-natural amino acids: this resulted in o/
foldamer-peptides capable of binding to BCL-X [65] nnd
to both BCL-X and MCL-1 with high affmw [&6]. a
previously dﬁcmsed [1&]. It is furthermore nntewonh}f
that peptides with non-canonical BH3 domain sequences
were found to bind selectively to MCL-1, such as reverse
BH3 motifs with helical conformation [67] and a variant
of the BIM BH3 region, Bim 2A [68]. However, the
proapoptotic properties of these peptides have not been
characterized with the exception of Bim_2A which can
induce BAK-dependent apoptosis when BCL-X| is absent
or neutralized [68].

¢ ross-linked NOXA-b H3 peptide

A short peptide derived from the BH3-only protein
MOXA was bipheny] cross-linked in order to stabilize the
helical conformation, The cross-linked BH3 peptide is
capable of binding selectively to MCL-1 with an aff nity
comparable to that of NOXA (in the nM range) and it can
induce death in a lymphoma cell line [69]. Conjugating
this compound with ubiguitin further led to a MCL-1
antagonist with increased cell penetration and killing
activity [70]. Whether the hiphenyl-NOXA BH3 peptide
actually induces BAX/BAK-dependent apoptosis is not
known,

b IM s AHb and other stapled b H3 peptides
Another  approach  to stabilize  the  helical

conformation has been to staple BH3 peptides, The st
“stabilized o-helix of BCL-2 domam™ (SAHB) was

generated from the BH3 domain of BID [71]. A SAHB
derived from the BH3 helix of BIM was recently described
[72]. This BIM SAHB (BIM 21-mer, residucs 146-166)
binds with high aft nity to BCL-X , BCL-W, MCL-1 and
Al, and it induces mitochondrial apoptosis in leukemia/
lymphoma cell lines and tumer regression in an animal
model of human leukemia [T2]. Data indicate that the BIM
SAHE displays the hallmarks of an authentic pan-BH3
mimetic. However, the cell permeability, binding aff nity
and biological activity of SAHB compounds are much
debated issues [73, 74]. They scem to depend on the cell
type inasmuch as BIM SAHB (residues 146-166) shows
activity in hematologic but not fbroblastic cell lines [T5].

Other relevant stapled peptides were described
such as a SAHB modeled on the MCL-1 BH3 domain
which was characterized as a selective MCL-1 inhibitor
with proapoptotic propertics in leukemia cell lines [7a].
A SAHB derived from the BIM BH3 region was reported
to be able to bind the MOMP effector BAX at a site
that directly triggers its activation [77, 78]. These two
compounds have further served as probes to identify small
molecules with BH3 mimicry properties, respectively
MIM-1 {sce previous section Small organic molecules)
and BAM-7 (descnibed in next section Activators of
proapoptotic BCL-2 proteins. ).

bIM bH3-derived peptides of the XXA series

By combining computational design, combinatorial
library screening and rational mutagenesis, a series of
peptides derived from the BH3 region of BIM were
engineered. The lead compound XXAT binds to BCL-X,
with sub-nM aff nity (and selectivity up to 1000-fold ov er
other prosurvival proteins); it induces MOMP-dependent
apoptosis in human platelets (for which BCL-X is a
survival factor) and malignant cell lines [79]. Therefme
XX Al may be considered as a new, putative BH3 mimetic
highly specif ¢ for BCL-X .

Ac t IVALt Or s OF Pr OAPOPt Ot Ic be L-2
Pr Ot EINs

Recent studies have used the BH3 mimetic concept
to design small molecules having the ability to directly
bind and activate proapoptotic members of the BCL-2
family, as described below.

b AM-7

Walensky and colleagues frst characterized a SAHB
maodeled on the BIM BH3 region and capable of binding
the MOMP effector BAX at a site that directly triggers
its activation [77, 78). They then used a computational
sereen of small molecules for displacing their SAHB
from its ligand BAX, to obtain a substituted pirazolone
molecule called BAM-T; this compound can engage the
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BAX trigger site and induce BAX activation and apoptosis
[80]. This was the frst description of a small molecule
capable of dircctly activating a proapoptotic BCL-2 family
protein. The compound BAM-7 could be used to generate
direct activators of BAX with high binding aff nity.

PUMA-b H3 peptide

Investigating the ability of the BH3-only proteins
NOXA and PUMA to dircctly activate the MOMP effector
BAK has highlighted a PUMA BH3 peptide that binds
with nM aff nity to the canonical binding pocket of BAK
and induces its activation, leading to BAK-dependent
MOMP and cell death [81, 82]. This study supports
and extends others having indicated that different BH3
peptides as well as a BID SAHB can directly activate
BAK [83-85]. These data therefore provide proof-of-
concept that direct activators of BAK may be designed.

PUMA s AHb

A SAHB derived from the PUMA-BH3 helix was
found to display a dual activity: it can both engage all
the prosurvival BCL-2 family proteins (and inhibit their
activity) and directly bind and activate the proapoptotic
BAX [86]. In addition, a cell permeable analog of this
PUMA SAHB (capable of binding to BCL-2, MCL-1 and
BAX) induces mitochondrial apoptosis in neuroblastoma
cells [86]. These data demonstrate for the frst time
that PUMA BH3 is a dual prosurvival inhibitor and
proapoptotic direct activator. It is therefore conceivable to
design BH3 mimetics having such a dual capacity.

¢ ONc LUsIONs AND PEr sPEc t IVEs

Since the emergence of the BH3 mimetic concept
[4], targeting BCL-2 family proteins is considered to have
a promising therapeutic potential especially for treating
cancers [1, 2, 5]. Much progress has been made in this feld
of research with the identif cation of numerous inhibitors
of prosurvival BCL-2 family proteins [6-16]. This feld
yet remains very challenging. The nature of the interaction
between these compounds and their targets (protein/
protein interaction, large and hydrophobic pockets) makes
any program of drug discovery still diff cult. Morcover,
many putative BH3 mimetics were reported with minimal
evidence of on-target effects. The low or modest binding
aff nity of some compounds is notably responsible for off-
target effects. The diff culty to assess their mechanism of
action can also be misleading [87].

Nevertheless, four small organic molecules targeting
prosurvival BCL-2 family proteins have already entered
clinical trials in cancer patients [15]. The clinical results
with the two putative pan-BH3 mimetics obatoclax and
AT-101 (that arc now known to induce apoptosis mainly

via off-target mechanisms) were disappointing. In contrast,
the two authentic BH3 mimetics navitoclax and ABT-199
{which are both derived from the pioncer molecule ABT-
737) proved to display anticancer eff cacy particularly
in hematologic malignancies: signif cant therapeutic
cffects were frst observed with the BAD-like mimetic
navitoclax and impressive results were further recorded
with the BCL-2-specif ¢ ABT-199 that does not induce the
thrombocytopenia exhibited by navitoclax (due to BCL-X|
inhibition). These data have unequivocally demonstrated
that BH3 mimetic agents can expand the anticancer
armamentarium in combination with conventional
treatments.

None of the characterized BH3-derived peptides
have so far progressed towards clinical evaluation. This
does not mean that the approach to identifying BH3-
derived peptides is less promising than the approach of
screening small organic molecules, The former compounds
indeed display liability and pharmacologic diff cultics,
whereas the latter are often prone to off-target effects. To
achicve high aff nity binding to the targets is a frequent
issue for both types of compounds. A general conclusion
favoring cither approach cannot be drawn yet.

Updating the small molecules targeting BCL-2
family proteins (as recapitulated in Table 1) highlights not
only new antagonists of prosurvival proteins but also the
possibility to design novel types of BH3 mimetics capable
of directly activating proapoptotic proteins.

As regards the newly identifed antagonists of
prosurvival proteins, the frst BH3 mimetic specifc for
BCL-X, has been discovered with the highly potent
small-molecule inhibitor A-1155463 displaying on-
target, antitumor activity in vivo. The BH3 peptide
derivative XXA1 also appears as a candidate of interest.
The emergence of the compound A-1210477 - a potent
MCL-1 inhibitor with a high binding aff nity and an on-
target mechanism of action - indicates that a NOXA-
like BH3 mimetic specifc for MCL-1 will rapidly be
obtained. Other MCL-1 antagonists might likewisc be
probed such as the pioncer MIM-1, the remarkable Small
Molecule Mcl-1 Inhibitor, and a biphenyl cross-linked
NOXA peptide. The further characterization of TW-37
has revealed that modif cations enhancing its aff nity
for MCL-1 could also lead to an authentic NOXA-like
BH3 mimetic. The gencration of pan-BH3 mimetics
{which are needed for replacing obatoclax and AT-101)
scems possible from the BIM SAHB or the gossypol
derivative sabutoclax that are known to inhibit a broad
range of prosurvival proteins. The small molecules S1-
derivative and JY-1-106 were also described as starting
points for designing pan-BH3 mimetics. Therefore, after
the emergence of the BAD-like BH3 mimetic navitoclax
and the BCL-2-specifc ABT-199, the developments of
NOXA-like, BCL-X, -specif ¢ and pan-BH3 mimetics will
likely be achieved. Lastly, BM-1197 is added to navitoclax
as another, potent BAD-like BH3 mimetic displaying a
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particular therapeutic potential for small cell lung cancer.

Moreover, a new dimension to targeting BCL-
2 family proteins is provided by the discovery of two
novel types of small molecules capable of directly
activating proapoptotic members of the family, First,
after the identif cation of the small molecule BAM-T as
a BAX activator, the fnding that a PUMA BH3 peptide
can activate BAK confrms the possibility to gencrate
BH3 mimetics capable of directly activating the MOMP
cffectors. Second, the characterization of a PUMA SAHB
analog which both activates BAX and antagonizes BCL-
2 and MCL-1 indicates that it 15 possible to design BH3
mimetics having the dual activity of prosurvival inhibitor
and proapoptotic activator.

Many efforts are obviously required to implement
the clinical application of the novel types of BH3
mimetics, Nevertheless, the therapeutic targeting of BCL-
2 family proteins already appears as a potent weapon
for overcoming the apoptotic resistance in cancers and
improving the treatments of patients.
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Premiers ""BH3 mimectics™ ciblant MCL-1 comme thérapeutiques

potentiels pour viser les traitements du cancer

First MCL-1-selective BH3 mimetics as potential therapeutics for targeted treatment of cancer
Samaher Besbes and Christian Billard

Cell Death and Disease, 2015

Aucun des “BH3 mimetics” identifiés jusqu’a présent (qu’ils soient authentiques ou
putatifs) n’étaient capables de cibler spécifiquement MCL-1 (et avec une affinité suffisamment
élevée), une protéine anti-apoptotique tres particuliéere de la famille BCL-2. En effet: les
régulations de MCL-1 sont différentes des autres membres de la famille ; MCL-1 est un facteur
de survie dans de nombreux types cellulaires ; son géne est I’un des plus amplifiés dans les
cancers humains ; la surexpression constitutive de cette protéine est fréquemment impliquée dans
le développement tumoral et dans les résistances thérapeutiques ; et enfin, son «silencing »
induit I’apoptose dans certains types de cellules cancéreuses in vitro. Les approches visant a
inhiber I’expression de MCL-1 avec des inhibiteurs de CDK se sont avérées décevantes en
clinique a cause de leur faible spécificité et de leur mécanisme d’action indirect. Les premiers
BH3 mimetics authentiques ciblant spécifiquement MCL-1 viennent d’étre découverts. Ils
interagissent avec la cible avec une affinité trés élevée (sub-nanomolaire) et induisent I’apoptose
mitochondriale dans des lignées dépendantes de MCL-1 pour la survie par un mécanisme « on-
target » impliquant I’activation de BAX/BAK. La découverte de ces BH3 mimetics constitue un
grand pas en avant dans la lutte contre les résistances thérapeutiques de cancers qui dépendent au

moins en partie de MCL-1.
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First MCL-1-selective BH3 mimetics as potential
therapeutics for targeted treatment of cancer

S Besbes'* and C Billard**

Cell Degth and Disease (2015) 6, e1810; doi10.10656dds. 2015168, putished orline 9 Jdy 2015

In a recent issue of Cell Death and Disease, Leverson et al.!
have identified for the first ime several potent and selective
small-molecules MCL-1 inhibitors displaying on-tamget cellular
actvity and inducing mitochondrial apoptosis in cancer cells.
The discovery of these inhibitors exermplified by the compound
A-1210477 constitutes a milestone in the development of
MCL-1-specific BH3 mimetics for anticancer therapy.

Prosurdval members of the BCOL-2 family such as BCL-2,
BCL-%, and MCL-1 are gverexpressed in many cancers.” The
artiapoptotic activity of these proteins is o bind and sequester
their propapoptotic counterparts, notably the effectors of apoptosis
BAX and BAK. Targeting the prosurvival BCL-2 family proteins
therefore appeared as an atfractive strategy o improve cancer
therapy. One of the appmaches o identify inhibitors of the
prosurvival profeins has been to design small molecules capable
of mimicking the BH3 domain of BH3-only BCL-=Z family
members. " The latter are indeed antagonists of the prosurvival
rmembers. The socalled BH3 mimetics indude short BH3
peptides and omanic rmolecules. Their prototype ABT-737 and
its orally bioavailable derdvative nawvioclzs: bind with high affinity (in
the rm range) to BCL-2, BCL-X, and BCL-W, inhibit their activity
and induce BAX and BAK-dependent apoptosis in tumor
cells.®® Navitoclax displays significant therapeutic effects
especially in patients with hematologic malignancies butwith a
dosedimiing thrombocytopenia resuling from inhibiion of
BCL-X, (that is a prosunvival factor for platelets).” The BCL-2-
specific derivative ABT-199 (venetnclax) was further designed.®
This agent has already shown impressive clinical results while
sparing platelets, and is cumenty in phase IT trials.” Other
authentic BH3 mimetics have been recently identified such as
BM-1197, that displays characterstics similar o those of
navitoclax, and the BCL-X, selective A-1155463.%¢

Mone of these compounds can bind and antagonize MCL-1,
whereas this unigue prosurvival BCL-2 farmily protein is known
to have a crucial mle in the developrrent of many cancers
andjor their resistance o chemotherapy.'™1? Tt is also a key
factor in the resisiance of malignant cells o ABT-737 and
navitoclax, Moreower, MCL-1 silencing has repeatedly been
found o elicit wmor regression and cell death in varous
rmadels. Therefore, a highly specific MCL-1 inhibitor would be
greatly valuable in malignancies for which survival depends
rrainly or party on MCL-1. The approach of inhibiting MCL-1
expression has been developed with cyclindependent kinase

inhibitors (e.g., flavopirdol, roscovotine and dinaciclib) but
their action is indirect and non-specific.' Several small
molecules and BH3 peptides capable of directly binding
MCL-1 and antagonizing its actvity have been characterzed
such as MIM-1 and small molecule Mcl-1 inhibitor. ™ However,
none of them are considered as bona fide BH3 mimetics.
Actually, high binding affinity is difficult o achieve, which may
be due to the nature of the protein/protein interaction and the
conforrrational Agidity of the hydrophobic binding groove of
MCL-1.1® There are also difficulties to assess the mechanism
of action, This gap just comes o be filled with the discovery of
A=-1210477 and related analogs.

Bruncko et al.'® first described 2 series of MCL-1 inhibitors
derived from an indole-2-carbosylic acid core by high-throughput
screening and structure-guided design. The compounds bind o
MCL-1 with sub-nanomolar affinity (0.45mm) and excellert
sefectivity over other BCL-Z2 family proteins. They have a 100-
fiold higher affinity than the indole-2-carbosylic acid previously
identified by Friberg et al.’” (using NMR-based fragrment screen
approach): indeed, this small mokecule Mcl-1 inhibitor has a
hinding affinity of 55 nm (which seems Do low o confer on-@met
cellular effects), In a thorough mechanistic siudy on the seres of
MCL-1 inhibitors from Bruncko et al.,'® Leverson et al.' have
shown that the compound A-1210477 and several related
analogs disrupt MCL-1-BIM and MCL-1-NOXA complexas.
In contrast, no effect was observed with another analog, which
binds MCL-1 with a low affinity (130 nu) comparable to that of
MCL-1 inhibitors described elsewhere. By using different
methods and experimental conditions, Leverson et al.! also
demonstrated that A-1210477 and its related analogs pene-
fate living cells and act directly on their @get MCL-1.
The compounds trigger apoptosis in muliple myeloma and
nan=sirall cell lung cancer cell lines that hawe been validated
o be MCL-1-dependent. They induce hallmarks of the intrinsic
pathway of apoptosis (mitochondrial membrane depolarza-
fion, cyiochrome © release, caspase-37 actvation and
caspase-dependent phosphatidylserine externalization at
the cell surface). In addition, apoptosis induction depends on
BAX/BAK actvation, confirming that the cormmpounds act
through an on-@amet mechanism. Consequently, A-1210477
and related analogs are the first bona fide BH3 mimetics
specific for MCL-1 (Table 1) Furthermore, A-1210477
synemizes with navitoclax to induce apoptosis in varous
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Table 1 Comparison of A-1210477 and related analogs with presious small-
molecule inhibiors of prosurvival BCL-2 family proteins acting as authentic BH3
mimetics

Compounds Specific targets Status
ABT-737" BCL-2, BCL-XL and BCL-W  Preclinical
Navitoclkax® BCL-2, BCL-XL and BCL-W  Phase Il trials’
ABT-199" BCL-2 Phase I trials”
BM-1197° BCL-2 and BCL-XL Preclinical
A-1155463'° BCL-XL Preclinical
A-1210477 and analogs™'®  MCL-1 Preclinical

cancer cell lines, indicating that the MCL-1-selective inhibitors
might circumvent the resistance to navitoclax (or ABT-199)
when used in combination.

An important issue is whether normal tissues could tolerate
MCL-1 inhibition at the level required for therapeutic benefit
Indeed, MCL-1 knockout models suggest a number of toxic
side effects. However, it is possible that inhibiting the
functional activity of MCL-1 could be less toxic than the
cormplete loss of the protein.

Whereas derivatives with appropriate pharmacologic prop-
erties are needed for the clinical application, the discovery of
A-1210477 and related small molecules already appears as a
greatstep forward in overcoming the therapeutic resistance of
cancers that are at least in part dependent on MCL-1. Thus,
these latest data on BH3 mimetic research are undoubtedly
crucial to advance the targeted treatment of patients.
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