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Résumeé

Le systéeme lymphatique a pour réle principal de drainer les fluides tissulaires et de
participer a la surveillance immune. La lymphangiogenése est principalement activée
par deux facteurs : les vascular endothelial growth factors-C et -D (VEGF-C et
VEGF-D). Ces facteurs participent a la progression métastatique a la fois en
stimulant la prolifération des vaisseaux lymphatiques dans la tumeur et en périphérie
et en provoquant la dilatation des vaisseaux collecteurs facilitant ainsi le passage
des cellules tumorales de la tumeur primaire aux ganglions lymphatiques. Lors de
son développement, une tumeur est soumise a de nombreux stress cellulaires tels
que I'hypoxie, I'inflammation ou la déprivation en nutriments.

Ma thése a donc été consacrée a I'analyse des régulations moléculaires permettant
une surexpression des facteurs lymphangiogéniques en condition de stress
cellulaire. Lors d’'un premier projet de recherche j'ai démontré que I'’hypoxie réduit la
transcription de VEGF-C ainsi que sa traduction coiffe-dépendante mais activait une
traduction médiée par un site interne d’entrée du ribosome (IRES). De plus, cette
activation de la synthése de VEGF-C en hypoxie est indépendante de HIF-1a et
stimule la lymphangiogenése dans les tumeurs ainsi que dans les ganglions
lymphatiques participant ainsi a la dissémination tumorale.

Dans un second temps, jai démontré que le VEGF-D possédait lui aussi un IRES
activé par un choc thermique. L’activité de I'IRES du VEGF-D est régulée par la
localisation subcellulaire d’'un facteur trans-activateur de I'lRES (ITAF) : la nucléoline.
Cette protéine est exportée du noyau vers le cytoplasme lors d’'un choc thermique.
Ce processus est inhibé par un traitement avec un anti-inflammatoire non stéroidien
ce qui supprime I'activation de la traduction IRES dépendante du VEGF-D.

Enfin lors d’un troisiéme projet, j'ai travaillé sur le lymphocedéme secondaire, une
pathologie caractérisée par une destruction du systéme Ilymphatique ou la
lymphangiogenése doit étre stimulée. J'ai évalué I'impact de I’hormonothérapie,
principal traitement du cancer du sein, sur I'expression du VEGF-C et -D. Jai
démontré que [l'estradiol stimulait I'expression de ces facteurs alors que
’hormonothérapie diminue leur synthése et provoque une destruction de
I'endothélium lymphatique. En conclusion, mes trois projets de these m’ont permis
d’étudier les régulations moléculaires des deux facteurs lymphangiogéniques
principaux dans des pathologies provoquées par une lymphangiogenése excessive
ou insuffisante.



Abstract

Tumor lymphangiogenesis promotes lymph node metastasis using two mechanisms
consisting of lymphatic vessels proliferation and dilatation to facilitate tumor spread.
Lymphangiogenesis is mainly promoted by two growth factors: the vascular
endothelial growth factor C and D. My PhD was focused on the molecular regulations
inducing a tumoral over-expression of these two factors during stress. | demonstrated
that hypoxia reduced VEGF-C transcription and cap-dependent translation while
activating an Internal Ribosome Entry Site (IRES)-dependent mechanism of
translation. This upregulation of VEGF-C in hypoxia is independent of HIF-1a; and
stimulates lymphangiogenesis in tumors and lymph nodes and contribute to
lymphatic metastasis.

Then, | have discovered that VEGF-D had an IRES selectively activated by heat
shock. VEGF-D IRES is regulated by a subcellular relocalization of an ITAF, the
nucleolin. This molecular process is reversed by non-steroidal anti-inflammatory
drugs (NSAID) that decrease VEGF-D IRES translation initiation by targeting the
nucleolin.

Finally, | worked on secondary lymphedema, a pathology that is characterized by a
disruption of the lymphatic network where lymphangiogenesis thus need to be
restored. In this condition, | have evaluated the impact of hormone therapy, the main
treatment for breast cancer, on the regulation of lymphangiogenic factors. | found that
estradiol stimulates the expression of VEGF-C and-D contrary to the hormone
therapy that inhibits VEGF-C and —D and thus mediates a disruption of the lymphatic
endothelium.

Taken together, my PhD projects have allowed me to study the regulations of VEGF-
C and -D in pathologies mediated either by an excessive or an insufficient
lymphangiogenesis.
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INTRODUCTION

l. Le systéme lymphatique

A. Historique

1. Généralités

Les organismes multicellulaires nécessitent un systeme circulatoire pour assurer la
distribution de 'oxygéne, des nutriments, des hormones et de certaines cellules ainsi
que pour drainer les déchets métaboliques a travers I'ensemble de I'organisme. Le
systéme sanguin va assurer I'ensemble de ces fonctions, cependant la pression
oncotique va provoquer un exsudat du plasma vers le tissu interstitiel. Du fait de leur
taille et de la complexité de leur systéme cardiovasculaire, les organismes vertébrés
tels que les poissons [1], les amphibiens [2], les reptiles [3] et les mammiféres ont
besoin d’'un second systéeme vasculaire indépendant afin d’assurer le retour des
fluides dans la circulation pour maintenir 'homéostasie tissulaire : le systéme
lymphatique prend alors en charge cette fonction. Les vaisseaux lymphatiques sont
présents dans tous les tissus en parallele du systeme sanguin a I'exception, en
conditions physiologiques, de la cornée, de la moelle osseuse et du systeme nerveux
central. Ce dernier point est actuellement remis en question par une étude récente

ayant permis de détecter des vaisseaux lymphatiques au niveau des méninges [4].

2. L’étude du systéme lymphatique

Les systemes vasculaires sanguins et lymphatiques ont été identifiés dés I'Antiquité.
Tandis que le systeme sanguin a été immeédiatement étudi€é de maniére
approfondie, les connaissances sur le systéme lymphatique sont restées, jusqu’a

récemment, relativement limitées.



La premiere mention d’'un acteur du systéme lymphatique remonte au cinquiéme
siécle avant Jésus Christ lorsqu’Hippocrate découvre les ganglions lymphatiques
qu’il décrira comme « des glandes de tailles variables présentes sous l'aisselle ainsi
que sur de nombreuses parties du corps » [5]. Ces travaux seront approfondis par
Rufus d’Ephesus, médecin romain qui identifiera les ganglions lymphatiques

axillaires, mésentériques et inguinaux ainsi que le thymus [6].

La premiére mention des vaisseaux lymphatiques est attribuée a Hierophilus, un
anatomiste de I'Egypte antique, et date du troisieme siécle avant Jésus Christ. Au
cours de ses travaux il caractérisera l'organisation des vaisseaux sanguins
hépatiques et notera que «la veine porte hépatique recoit toutes les veines
absorbantes de l'intestin » [7, 8] qui se révéleront étre les vaisseaux lymphatiques de

I'intestin.

Ces travaux tomberont dans I'oubli durant le moyen-age et il faut attendre le XVI°
siecle et les travaux de Bartolomaeus Eustachi pour que les découvertes reprennent.
Ce dernier identifiera en 1563 le canal thoracique (le plus grand vaisseau
lymphatique présent dans l'organisme) [9] puis Gaspard Aselli, en pratiquant des
dissections sur des chiens nourris, découvrira en 1622, des vaisseaux blancs qu’il
nommera « veines laiteuses »,] chargé d’un liquide « blanc ressemblant a du lait ou
de la creme ». Les techniques de microscopies et d’analyses histologiques évoluant,
'étude des lymphatiques chez le chien reprendra activement dans les années
soixante-dix et quatre-vingt ou elles permettront notamment de décrire la
morphologie bicuspide des valves lymphatiques [10], ainsi que de caractériser la

structure et I'organisation du systéme lymphatique rénal [11] et cardiaque [12]

Malgré cette connaissance relativement ancienne des vaisseaux lymphatiques et de
la lymphe, l'état des connaissances sur les vaisseaux lymphatiques évoluera
lentement du fait de 'absence de fonction physiologique clairement identifiée par les
premiéres études anatomiques en raison du manque de marqueurs spécifiques du

systéme lymphatique empéchant de le distinguer du systéme sanguin.



B. Les marqueurs endothéliaux lymphatiques

Dans les années quatre-vingt-dix, une série de travaux va identifier des molécules
spécifiques des vaisseaux lymphatiques qui permettront de résoudre 'obstacle de la

différenciation entre les systemes lymphatiques et sanguins.

1. Le facteur de transcription Prox1

En 1993, le Prospero-related homeobox gene-1 (Prox1) est identifié [13]. Ce géne
homéotique initialement cloné par homologie avec le géne prospero de Drosophila
melanogaster [14] code pour un facteur de transcription de 737 acides aminés et
d’'un poids moléculaire de 83 kDa. Ce facteur est essentiel a la morphogenése des
vaisseaux lymphatiques lors du développement ou il va initier I'expression des
protéines essentielles a la fonction des cellules endothéliales lymphatiques telles que
VEGFR-3, Lyve-1, CCL-21 [15]. L’invalidation de Prox 1 est létale au stade
embryonnaire E14.5 du fait d’'une absence compléte de développement du systéme
lymphatique. Prox 1 est également indispensable au maintien du phénotype
lymphatique de la cellule endothéliale, son inhibition par siRNA entrainant une
reprogrammation de la cellule endothéliale lymphatique (CEL) en cellule endothéliale
sanguine (CES) [16]. Inversement, sa surexpression dans des cellules endothéliales
sanguines inhibe I'expression de génes spécifiques du systéme sanguin (ICAM-1,
laminine, neuropillin-1) et stimule [I'expression des génes spécifiques de
I'endothélium lymphatique (VEGFR-3, podoplanine, VEGF-C) [17, 18]. Outre ces
différents rbéles médiés par son activité de facteur de transcription, il régule
également le cycle cellulaire en activant la cycline E1 (Ccne1) [19]. L’ensemble de
ces propriétés fait de Prox1 le géne essentiel pour l'acquisition du phénotype

lymphatique et un marqueur primordial des vaisseaux lymphatiques.

2. Le récepteur VEGFR-3

Le Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 3 (VEGFR-3) ou fms-like tyrosine

kinase-4 (FLT-4) est identifié par clonage en 1992 [20]. Son géne est situé sur le
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chromosome 5, il code pour deux ARNm de tailles différentes (4,5 et 5,8 kb) mais qui
ne donneront, apres traduction, qu'une seule et méme protéine de 150kDa ne se
différenciant que par la longueur de leur région 3’ NT [21]. Le VEGFR-3 fait partie de
la famille des récepteurs a activité tyrosine-kinase et est composé d’'un domaine
extracellulaire de 775 acides aminés organisés en sept domaines « immunoglobulin-
like », d’'un domaine transmembranaire de 23 acides aminés, et du domaine tyrosine-
kinase intracellulaire comprenant 455 acides aminés. Ce domaine catalytique est
sous-divisé en deux domaines distincts séparés par 65 acides aminés [22]. De fagon
intéressante il a tout d’abord été identifié comme un récepteur au CSF-1 (Colony
stimulating factor-1) [22] avant que ses propriétés de liaison au VEGF-C et —D soient
révélées. Son role de marqueur du systéme lymphatique est identifie en 1995
lorsqu’il est constaté que son expression est ubiquitaire dans I'endothélium dans les
premiers stades du développement embryonnaire mais devient restreinte aux
lymphatiques lorsque ceux-ci se mettent en place au stade E12.5 [23]. La délétion du
VEGFR3 est |étale chez la souris a E9.5. Cette |étalité est due principalement a une
malformation du lumen des vaisseaux aboutissant a une accumulation des fluides

dans I'espace péricardique.

Néanmoins des études récentes ont montré que le VEGFR-3 était également présent
sur les « cellules distales » des vaisseaux sanguins en cours de bourgeonnement et
que sa présence était indispensable a la régulation de I'angiogenése [24]. |l est donc
nécessaire de prendre des précautions lors de l'utilisation de ce marqueur pour

déterminer l'identité lymphatique d’un vaisseau.

3. Le récepteur Lyve-1

Le récepteur Lyve-1 a été découvert en 1999 [25]. Le géne du Lyve-1 est situé sur le
chromosome 11 et code pour une protéine possédant un poids moléculaire de
35kDa. Le récepteur lyve-1 est le récepteur de I'acide hyaluronique est fortement
exprimé a la membrane des cellules endothéliales des capillaires lymphatiques.
L’acide hyaluronique (ou hyaluronane) est un glycosaminoglycane présent dans la
matrice extracellulaire. |l exerce un réle important lors des processus d’inflammation

et de cicatrisation en participant au remodelage de la matrice extracellulaire [26, 27].

11



Néanmoins les molécules d’acide hyaluronique peuvent étre de longueurs variables
et leur taille affecte leurs caractéristiques biologiques. Les hyaluronanes de haut
poids moléculaire (HMW-HA) ont des propriétés anti-angiogéniques et
immunosuppressives contrairement aux hyaluronanes de bas poids moléculaires
(LMW-HA) générés soit par une dégradation enzymatique ou par une hydrolyse des
HMW-HA qui jouent un réle actif dans I'angiogenése ainsi que dans la croissance et
la migration cellulaire [28-30]. Au niveau physiologique, le récepteur Lyve-1 se lie au
hyaluronane et permet d’assurer son transport par les vaisseaux lymphatiques
depuis les tissus riches en hyaluronane (peau, intestin...) vers les ganglions
lymphatiques. Celui-ci sera ensuite dégradé permettant ainsi d’assurer un
renouvellement permanent des stocks d’acide hyaluronique présent dans I'organisme
[31, 32]. Cependant contrairement au VEGFR-3, sa délétion est viable chez la souris.
Bien que trés utilisé pour I'immunodétection du systéme lymphatique, Lyve-1 n’est
pas un marqueur parfait : il est également exprimé a la surface des macrophages
activés [33] ainsi que sur I'endothélium sanguin au niveau des HEV (High Endothelial
Venule) dans les ganglions lymphatiques [34], ce qui impose ['utilisation d’'un second

marqueur afin de garantir la spécificité lymphatique.

4. La Podoplanine

Situé sur le chromosome 1 chez I'Homme et 4 chez la souris, le géne de la
podoplanine est identifi€é en 1999 [35]. Ce géne code pour une glycoprotéine
membranaire de 38kDa initialement identifiée dans les angiosarcomes, tumeurs
rares faisant partie de la famille des sarcomes des tissus mous. Ces tumeurs
peuvent avoir pour origine a la fois des cellules endothéliales sanguines et
lymphatiques. L’identification de la podoplanine en tant que nouveau marqueur du
systéme lymphatique a donc permis de prouver l'origine lymphatique d’'une partie des
cellules des angiosarcomes ainsi que l'identification de sarcomes ayant pour origine
uniquement des cellules endothéliales lymphatiques (sarcome de Kaposi) [35]. La
podoplanine est une protéine particulierement importante pour la formation des
capillaires lymphatiques : elle se lie aux petites GTPases Rho A et Cdc42 et régule la

migration et la tubulogenése des cellules microvasculaires lymphatiques [36, 37]. Au
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cours du développement elle va également permettre, via la protéine CCEL-2 et les
kinases Syk et Src, une agrégation plaquettaire au niveau des cellules endothéliales
lymphatiques permettant une compartimentation efficace des deux systémes
vasculaires et ainsi d’éviter le mélange du sang et de la lymphe [38]. Chez 'animal,
invalidation de la podoplanine aboutit a une létalité a la naissance suite a la
formation de Ilymphoedémes pulmonaires De fagon similaire au Lyve-1, la
podoplanine n’est pas un marqueur parfait, et doit étre utilisée en association avec
un autre marqueur pour garantir une détection spécifique des vaisseaux
lymphatiques notamment dans les études portant sur la lymphangiogenése tumorale.
En effet la podoplanine est également exprimée par certains fibroblastes associés au

cancer [39] .

L’émergence de ces marqueurs spécifiques de la vascularisation lymphatique a
permis de relancer l'intérét scientifique pour ce domaine et de mener des études plus
approfondies aboutissant a une meilleure compréhension des mécanismes de mise
en place du systeme lymphatique au cours du développement ainsi que d’analyser

sa structure et sa fonction physiologique.

C. Développement du systéme lymphatigue

Au cours du développement embryonnaire, le systeme sanguin se forme a partir de
précurseurs endothéliaux provenant du mésoderme, ces vaisseaux vont ensuite
croitre et étre stabilisés pour former un systéme fonctionnel dans I'embryon. La
vascularisation lymphatique se met en place aprés la formation du systéme sanguin
(début de I'émergence des lymphatiques a E9.5 alors que le systéme sanguin est en
place dés E8.5) ce qui a suggéré une origine vasculaire des lymphatiques. Une
origine mésenchymateuse des vaisseaux lymphatiques a néanmoins été également

proposeée.
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1. Les travaux de Florence Sabin: origine vasculaire des

lymphatiques

En 1902, Florence Sabin propose ce qui sera le modeéle le plus largement accepté de
développement de la vascularisation lymphatique. A 'aide d’un colorant injecté dans
des embryons de porcs, elle émet I'hypothése (le phénotype lymphatique des
cellules étant difficile a prouver a cette époque du fait de 'absence des marqueurs
spécifiques précédemment mentionnés) que les cellules endothéliales lymphatiques
bourgeonnent a partir des veines pour former les sacs lymphatiques primaires. A
partir de ces structures elles migrent vers les tissus périphériques et s’organisent en
vaisseaux. Plus précisément, le docteur Sabin montre que, dans un premier temps,
deux sacs lymphatiques se développent a la jonction des veines sous-claviaires et
cardinales antérieures. Les vaisseaux lymphatiques formés dans ces sacs vont
ensuite se développer dans la téte, le cou, le thorax et les membres antérieurs des

animaux (Figure1).

Dans un second temps, d’autres sacs lymphatiques se développent a partir de la
veine mesonephrique et des veines situées a la limite dorsomédiale du canal de
Wolff et vont permettre la vascularisation lymphatique de I'abdomen et du
diaphragme. Enfin les sacs lymphatiques postérieurs, issus de la jonction de la veine
iliaque primitive et de la veine cardinale postérieure fournissent en lymphatiques la

région pelvienne et les membres postérieurs [40, 41].

14



Fig1 : Le développement des vaisseaux lymphatiques selon le modéle de Sabin

Développement des vaisseaux lymphatiques dans des embryons de porcs visualisés aprés une injection d’encre de Chine.

a: Embryon de 3cm de long montrant les vaisseaux lymphatiques du cou se développant dans trois directions différentes :
I'arriere de l'oreille puis de la téte, la région scapulaire et la région de la méachoire. b : Embryon de 4,3cm montrant que les
vaisseaux du plexus primaire se sont développés jusqu'a la ligne médiane dorsale. Les lymphatiques commencent a se
développer également a partir de sacs lymphatiques situés dans la partie inférieure de 'embryon. ¢ : Embryon de 5,5cm dans
lequel les vaisseaux couvrent a présent la majeure partie du corps [14].

2. Le modeéle Huntington-Mc Clure : origine mésenchymateuse des

lymphatiques

En 1910, Huntington et Mc Clure proposent un modéle alternatif du développement
lymphatique. Dans leur modéle, ils émettent 'hypothése que les sacs lymphatiques
primaires proviennent directement du mésenchyme indépendamment du systéme
vasculaire et gqu'ils établissent des connections avec les veines leur formation [42].
Bien que moins admis par la communauté scientifique a I'époque de sa découverte,
ce modeéle est renforcé par des études plus récentes menées sur des volailles
montrant que des sacs lymphatiques se formaient dans laile a partir de
lymphangioblastes, précurseurs des cellules endothéliales lymphatiques présentes
dans le mésenchyme [43]. Plus récemment encore, une étude menée par le méme
groupe suggére des différences dans le mécanisme de développement entre les
réseaux lymphatiques superficiels (capillaires) et profonds (vaisseaux collecteurs)
chez la souris [44]. Ces travaux relancent l'intérét du modéle Huntington-Mc Clure
qui bien que moins admis que le modéle de Sabin pourrait coexister avec lui pour

expliquer le mécanisme de développement de la vascularisation lymphatique.
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3. Mécanismes moléculaires du développement lymphatique

% Initiation du développement lymphatique

Chez la souris, la difféerentiation des premiéres cellules endothéliales lymphatiques a
lieu au stade embryonnaire E9.5 dans la veine cardinale antérieure lorsqu’'une sous-
population de cellules endothéliales veineuses commence a exprimer le facteur de
transcription Prox-1 ainsi que le récepteur Lyve-1. Cette activation de I'expression de
Prox-1 est permise a la fois par le facteur de transcription SOX-18 [45], et le
récepteur nucléaire COUP-TFII [46, 47]. L’expression de Prox-1 va induire dans ces
cellules une activation des génes codant pour des protéines nécessaires au
phénotype lymphatique de la cellule (telles que la neuropiline-2) et a contrario une
inhibition des génes responsable de lidentité veineuse des cellules. De fagon
intéressante, I'expression de Prox-1 dans les premiéres cellules lymphatiques va
induire une suppression de [I'expression de VEGFR-3 (récepteur du facteur
lymphangiogénique majeur, le VEGF-C) dans les cellules voisines. Ce récepteur qui
était jusque-la exprimé dans tout I'endothélium vasculaire va ainsi devenir
uniquement exprimé par les cellules lymphatiques [23]. Cette spécificité d’expression
du récepteur VEGFR-3 ainsi que du co-récepteur transmembranaire Neuropiline-2 va
permettre aux premiéres cellules endothéliales lymphatiques de migrer en suivant un
gradient de VEGF-C produit par les cellules du mésoderme latéral [48] (Figure2). A
ce stade, elles migrent sous forme d’une file de cellules faiblement connectées entre
elles ce qui permet de ne pas impacter la morphologie des vaisseaux sanguins déja
présents dans 'embryon qu’elles croisent lors de leur migration [49]. Une fois leur
migration achevée, les cellules lymphatiques vont s’unir pour former deux vaisseaux
lymphatiques primordiaux : Le vaisseaux lymphatique dorsal périphérique
longitudinal et le canal lymphatique ventral (désignés dans la littérature comme
« sacs lymphatiques » jusqu’a récemment) [50]. Le canal lymphatique va ensuite
établir une connexion avec la veine cardinale afin d’assurer le retour de la lymphe
dans la circulation sanguine. L'intégrité de cette connexion entre les deux systéme
vasculaire est protégée a la fois par une valve lymphoveineuse formée par une petite
sous-population de progéniteurs de cellules endothéliales lymphatiques qui sont
jusque-la restés dans les veines [51]et par une agrégation plaquettaire, assurée par

leur interaction avec la podoplanine, sur les cellules endothéliales lymphatiques
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formant la connexion [52, 53]. De nouveaux vaisseaux lymphatique vont ensuite
bourgeonner a partir de ces deux vaisseaux lymphatiques majeurs de fagon a former
un plexus lymphatique dans un premier temps puis de vasculariser 'ensemble de
'embryon. Mis a part au niveau des connections entre vaisseaux sanguins et
lymphatiques il est essentiel que les deux systemes restent séparés I'un de l'autre
durant ce bourgeonnement afin de protéger I'embryon d’'un éventuel reflux de sang
dans le systéme lymphatique. Cette séparation est assurée par la protéine SLP76 et

la kinase SYK, exprimées par les cellules hématopoiétiques [54].

A partir du stade embryonnaire E15.5 les vaisseaux lymphatiques commencent a
s’organiser en vaisseaux spécialisés : capillaires, pré-collecteurs et collecteurs
lymphatiques. Chez la souris, une surexpression transitoire du facteur de
transcription Foxc2 est le premier signe de la spécialisation en vaisseaux collecteurs
[55]. En plus de Foxc2, la voie de signalisation EphrineB2-Eph, et plus
particulierement le site dinteraction PDZ situé sur l'extrémité C-terminale de
'ephrineB2, est également indispensable a la maturation des vaisseaux collecteurs
[56]. Inversement I'expression de VEGFR-3, Lyve-1, Prox1 et Ccl21 diminuent dans
ces vaisseaux et ne restera élevée que dans les capillaires lymphatiques. De plus
I'interaction du récepteur Tie2 avec son ligand I'angiopoiétine 2 contrdle également la
maturation lymphatique. Bien que les mécanismes de régulations précis soient
encore inconnus les souris déficientes pour I'angiopoiétine 2 souffrent d’'un défaut de
maturation lymphatique [57, 58]. L’activation du récepteur Tie2 stimule I'activation de
la voie PI3K-Akt et une mutation dans des génes impliqués dans cette voie affecte le
développement des vaisseaux lymphatiques suggérant que I'activation de Tie2 par
I'angiopoiétine 2 participe a la maturation lymphatique via cette voie de signalisation
[59, 60].

L’ensemble de ces mécanismes permet donc la mise en place d'un systéme

lymphatique fonctionnel chez I'adulte.
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Fig2 : Principales étapes du développement lymphatique chez la souris

Les CELs se spécialisent et émergent des veines embryonnaires (en particulier veine cardinale antérieure) d’'ou elles migrent suivant un
gradient de VEGF-C produit par des cellules du mésoderme et s’agrégent pour former les sacs lymphatiques primaires. Les cellules vont
ensuite bourgeonner et former les plexus lymphatiques primaires composés de vaisseaux dont la morphologie se rapproche des
capillaires. Enfin, les cellules myéloides vont produire des cytokines permettant de contréler la morphogenése lymphatique qui vont
induire le remodelage du plexus lymphatiques en vaisseaux collecteurs, pré-collecteurs et capillaires.

Further sprouting produces the lymphatic primary plexus composed of capillary-like vessels.

Les vaisseaux pré-collecteurs et collecteurs possédent des valves intraluminales et une membrane basale, les collecteurs étant
également recouverts par des cellules musculaires lisses [178].

D. Le systéme lymphatiqgue chez ’adulte

1. Structure

Les capillaires lymphatiques sont des vaisseaux relativement larges (30 a 80um de
diameétre) composés d’une seule couche de cellules endothéliales lymphatiques et,
contrairement aux capillaires sanguins, ne sont pas stabilisés par des péricytes [61].
I ne comporte pas non plus de membrane basale et sont reliés a la matrice
extracellulaire par des filaments d’ancrage (Figure 3a). Principalement composés de
fibrilline [62], glycoprotéine d’environ 350kDa, ces filaments mesurent entre 40 et 110
angstrém et peuvent s’organiser soit sous forme de filaments individuels soit sous
forme d’agrégats pour se fixer aux fibres de collagéne de la matrice extracellulaire et
ainsi assurer linteraction des capillaires lymphatique avec le tissu conjonctif [63]
Cette interaction maintient le capillaire ouvert et donc fonctionnel malgré la pression

interstitielle qui s’exerce sur lui. Une autre particularité du capillaire lymphatique
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réside dans les jonctions entre les cellules endothéliales qui le constituent.
Contrairement aux capillaires sanguins ou les cellules endothéliales sont liées entre
elles par des jonctions adhérentes (jonctions « zipper-like »), les cellules
endothéliales des capillaires lymphatiques sont liées entre elles par des jonctions
discontinues appelées jonctions « button-like». Ces jonctions en « boutons » sont
composées par des segments grossiérement paralleles de VE-cadhérine mesurant
environ 3um de long et également espacés d’environ 3um [64]. Les extrémités de
deux cellules endothéliales lymphatiques adjacentes liées par ces jonctions laches
constituent donc des points de passage a sens unique pour les fluides
extracellulaires permettant leur entrée dans le capillaire suivant un gradient de
pression (Figure 3b). Ce type de jonctions spécialisées est caractéristique de
capillaires lymphatiques matures, en effet, il a été montré chez la souris que lors du
développement des vaisseaux lymphatiques ceux-ci ne comportaient que des
jonctions de type « zipper-like » et que les jonctions « button-like » n’étaient
observées chez les animaux qu’a partir de 10 semaines [65]. Néanmoins le type de
jonctions dans les capillaires lymphatiques reste plastique. En effet, lors d'une
inflammation, les jonctions « button-like » sont remplacées au profit de jonctions

« zipper-like » [65].

Les vaisseaux pré-collecteurs servent d’'intermédiaires entre le réseau de capillaires
lymphatiques, assurant I'entrée des fluides, et les vaisseaux collecteurs prenant en
charge le transport de la lymphe a travers 'organisme. Plus larges que les capillaires
(100 a 200um de diameétre), ces vaisseaux présentent la particularité de comporter a
la fois des caractéristiques structurelles spécifiques aux capillaires et aux collecteurs
lymphatiques. lls possédent en effet des filaments d’ancrage capillaires et sont
également couverts, de facon éparse, par des cellules musculaires lisses et une
membrane basale [66]. Les pré-collecteurs lymphatiques possedent des valves
intraluminales, de fagon analogue aux collecteurs et expriment a la fois des
marqueurs spécifiques des capillaires (Lyve-1) et des collecteurs (podoplanine) leur
permettant ainsi de relier deux réseaux composés de différents types de vaisseaux et

d’assurer ainsi la cohésion du systéme lymphatique.
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Contrairement aux capillaires, les vaisseaux collecteurs lymphatiques possédent une
membrane basale et sont stabilisés par des cellules musculaires lisses. De plus les
cellules endothéliales qui les constituent ont une morphologie allongée (on parle de
« phalanx cells ») et sont liées entre elles par des jonctions adhérentes de type
« zipper-like ». Ces jonctions continues et stables associées a la membrane basale
permettent d’assurer un transport de la lymphe sans risque de fuite dans les
vaisseaux collecteurs. Une autre spécificité des vaisseaux collecteurs réside dans
leur organisation : les collecteurs lymphatiques sont en effet organisés en plusieurs
sous-unités fonctionnelles appelées lymphangions et séparées entre elles par des
valves (Figure 3c). Ces valves intraluminales sont constituées par deux feuillets de
cellules endothéliales spécialisées formées au stade embryonnaire E16. A ce stade
I'expression des facteurs de transcription FOXC2 et PROX1 jusque-la uniforme dans
'endothélium lymphatique ne va rester a un niveau élevé que dans les cellules
endothéliales lymphatiques sélectionnées pour former les valves [67]. PROX1 va
ensuite activer I'expression d'un autre facteur de transcription, NFATC1,
indispensable a la formation des valves [55]. Ces trois facteurs vont entrainer une
réorientation des cellules perpendiculairement au flux pour finalement former un
anneau dans le vaisseau [67-69]. Elles adopteront ensuite une morphologie allongée
et formeront des protrusions membranaires, le tout sous le controle des protéines
CELSR1 et VANGL2 [69]. Les deux feuillets des valves sont séparés par un réseau
de matrice extracellulaire riche en fibronectine et laminine et I'ancrage des cellules
endothéliales a cette matrice est assuré par une forte expression de l'intégrine a9 qui
se lie a la fibronectine EIIIA [70]. De fagon intéressante, le nombre de valves par
vaisseau collecteur varie en fonction du tissu et est plus important dans les organes
possédant une forte pression hydrostatique. Outre ces caractéristiques structurelles,
les collecteurs peuvent étre aisément distingués des capillaires lymphatiques grace a
une expression plus importante de la podoplanine, et une absence d’expression du

récepteur Lyve-1.
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Fig3 : Structure des vaisseaux lymphatiques

a : Contrairement aux capillaires sanguins, les capillaires lymphatiques ne possédent ni membrane basale ni péricytes. Les
capillaires lymphatiques sont reliés a la matrice extracellulaire par des filaments d’ancrage, filaments fins (4-10nm) composés
de fibrilline issus de leur membrane plasmique, et possédent des jonctions cellulaires de type « button-like ». L’ensemble de ses
spécificités structurales permettant une entrée optimale des fluides, macromolécules et cellules au sein des lymphatiques.

b : Organisation des jonctions des CELs dans les capillaires et collecteurs lymphatiques. La plupart des protéines impliquées
dans les jonctions cellulaires sont communes aux jonctions de type « button-like » et « zipper-like » (VE-cadherin, zonula
occludens-1, occludin, and claudin-5). La principale différence réside dans 'organisation des cellules impliquées dans la jonction.

¢ : Propulsion de la lymphe dans les vaisseaux collecteurs. Les collecteurs lymphatiques sont organisés en sous-unités fonctionnelles
appelées lymphangions séparées entre elles par les valves intraluminales. L'ouverture et la fermeture cyclique des valves du
lymphangion associé a la contraction des cellules musculaires lisses entourant chaque lymphangion permet le transport de la lymphe,
lymphangion par lymphangion, a travers les collecteurs [178].

Les ganglions lymphatiques, ou nceuds lymphatiques sont le lieu de prolifération et
de différenciation des cellules immunitaires . Chez 'Homme ils sont au nombre
d’environ huit cent et mesurent moins d’un centimétre en conditions physiologiques.
lls sont situés tout au long du systéme lymphatique mais leur concentration est
particuliérement importante au niveau de I'abdomen, du thorax et du cou pour les
ganglions profonds et au niveau inguinal, axillaire, occipital et cervical pour les
ganglions plus superficiels [71-73]. Les ganglions sont composés de plusieurs zones
spécialisées comprenant (de la périphérie vers le centre) : le sinus capsulaire, qui

permet l'arrivée des antigénes par les vaisseaux lymphatiques et sanguins afférents ;
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le cortex du ganglion, lieu de prolifération et de différenciation des lymphocytes B
(qui y sont regroupés en amas nommeés follicules, responsables du grossissement
des ganglions en cas de stimulation antigénique) ; le paracortex, qui abrite les
lymphocytes T et les cellules dendritiques ; le hile, au niveau duquel il y a autant de
lymphocytes B que de lymphocytes T, et par lequel sort le vaisseau lymphatique
efférent (Figure 4). En parcourant le ganglion, la lymphe va donc permettre d’amener
les antigénes (qu'ils soient libres ou sur des cellules présentatrices d’antigénes telles
que les cellules dendritiques) jusqu’aux cellules effectrices de I'immunité [74]. De
facon analogue aux vaisseaux, les ganglions lymphatiques se développent a partir
des sacs lymphatiques. Au stade embryonnaire E12.5, le développement des
ganglions est induit a partir du tissu conjonctif des sacs lymphatiques par des cellules

inductrices appelées Lymphoid Tissue Inducer Cells (LTIC) [75].

Paracortex
Afferent (T cells, DCs)
lymphatic

Cortex
Supcapsular (B cells, FDCs)

sinus

 “ — Germinal center
— HEV

Medullary cords

Efferent
lymphatic

Fig4 : Organisation structurelle d’un ganglion lymphatique

Les cellules du ganglion lymphatique sont entourées par une capsule fibreuse et le sinus sous-capsulaire. Le ganglion
lymphatique peut étre divisé en trois grandes régions : cortex, paracortex et médulla.. Le cortex contient des nodules
lymphoides composés essentiellement de lymphocytes B et de cellules dendritiques folliculaires (CDF) appelés « follicules
primaires ». Aprés stimulation antigénique, les lymphocytes B proliferent massivement et vont donner naissance aux follicules
secondaires qui seront appelés « centre germinal ». Au sein du cortex se trouve également le paracortex qui est composé de
lymphocytes T et de cellules dendritiques (CDs). La médulla quant a elle est composée de lymphatiques appelés « cordons
médullaires » séparés par des espaces remplis de lymphes dénommeés « sinus médullaires ». La vascularisation du ganglion
lymphatique inclut des vaisseaux sanguins (High Endothelial Venules ou HEVs) et lymphatiques. Les lymphocytes T et B
entrent dans le ganglion dans les HEVs et en sortent dans les lymphatiques efférents. Les CDs entrent dans les ganglions via
les vaisseaux lymphatiques afférents et présentent leurs antigenes au niveau du sinus sous-capsulaire [75].
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2. Fonctions physiologiques du systéme lymphatique

Dans la partie artérielle du systeme sanguin, la pression sanguine excede la pression
interstitielle des tissus environnants ce qui va entrainer un exsudat continuel de
fluides au niveau des capillaires. Bien qu’une partie de ces fluides soient réabsorbés
au niveau des veines ou la pression sanguine est plus faible, la fonction majeure du
systéeme lymphatique est de drainer ces fluides extracellulaires et de prévenir leur
accumulation dans les tissus [76]. Chez un adulte, le systéme lymphatique transporte
un a deux litres de fluides interstitiels, contenant entre vingt et trente grammes de
protéines par litre, depuis les tissus vers la circulation sanguine [77, 78]. Les
capillaires lymphatiques constituent le point d’entrée dans le systéme lymphatique
des fluides, macromolécules et cellules immunitaires qui vont constituer ensemble la
lymphe. Les jonctions spécialisées « button-like » permettent une entrée des fluides
extracellulaires dans les vaisseaux par simple gradient de pression, de plus leurs
filaments d’ancrage, liés aux fibres de collagéne de la matrice extracellulaire, se
tendent lors de I'accumulation de fluide ce qui va permettre d’ouvrir la lumiére des
capillaires, par conséquent de diminuer la pression intra-luminale, et ainsi d’accroitre
la captation des fluides par les capillaires. Les vaisseaux collecteurs lymphatiques,
eux, se chargent du transport de la lymphe vers la circulation sanguine. Les jonctions
« zipper-like » des cellules endothéliales ainsi que leur membrane basale et leur
couverture par des cellules musculaires lisses empéchent la fuite de lymphe durant
son transport. Contrairement au systéme sanguin, il n'existe pas pour le systeme
lymphatique de pompe cardiaque qui se charge de créer une pression suffisante
pour permettre un déplacement de fluides. Le transport de la lymphe dans les
collecteurs est donc permis par la contraction cyclique des lymphangions qui va faire
progresser la lymphe dans les collecteurs, les valves intraluminales empéchant le
eventuel retour des fluides. La contraction des lymphangions est médiée a la fois par
des forces extrinséques (contraction des muscles des tissus environnants) et
intrinséques (contraction des cellules musculaires lisses). Parmi les facteurs
contrélant ce procédé, il a été montré que le NO, certaines hormones et prostanoides
pouvaient réguler la fréquence de contraction des cellules musculaires lisses [79].

D’un point de vue macroscopique, le transport de la lymphe provenant du coté
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gauche de l'organisme, de I'abdomen et des membres inférieurs s’achéve dans le
canal thoracique, le plus grand vaisseau lymphatique de I'organisme situé le long de
I'aorte, puis dans la circulation sanguine via une connexion du canal thoracique avec
la veine sous-claviaire gauche. La lymphe provenant du membre supérieur droit, du
thorax et de la téte retourne quant a elle dans la circulation sanguine via une
connexion entre le tronc lymphatique droit et la veine sous-claviaire droite [80]. Il est
également important de noter qu’au cours de son transport, la lymphe traverse un
nombre important de ganglions lymphatiques qui, en plus d’assurer une fonction de
concentration de la lymphe (captation d’'une partie de I'eau qu’elle contient par les
vaisseaux sanguins du ganglion), permettent également au systéme lymphatique

d’assurer la surveillance immune dans I'organisme.

Les vaisseaux lymphatiques constituent le moyen de transport principal des
antigenes solubles ainsi que des cellules présentatrices d’antigénes pour circuler a
travers I'organisme depuis les tissus périphériques vers les ganglions lymphatiques
et les organes lymphoides secondaires (rate et thymus). Les cellules dendritiques
ainsi que les lymphocytes T et B situées dans les tissus périphériques et qui
expriment le récepteur CCR7 vont migrer vers les vaisseaux lymphatiques en suivant
le gradient du ligand principal de CCR7 : la chimiokine CCL21 produite par les
cellules endothéliales lymphatiques [81]. Le recrutement des lymphocytes T CCR10
positifs est quant a lui assuré par une sous-population de CELs exprimant a un
niveau élevé le ligand CCL27 ainsi que les récepteurs DARC (Duffy blood group
antigen receptor for chemokines) [82]. Une fois a [lintérieur des vaisseaux
lymphatiques, le transport des différents leucocytes est principalement régulé par
une série de molécules d’adhésion telles que CLEVER-1 (common lymphatic
endothelial and vascular receptor-1) et le récepteur au mannose 1 [83]. La
concentration importante d’acide hyaluronique dans les vaisseaux lymphatiques
permet également de faciliter le transport des leucocytes via notamment son
interaction avec le récepteur CD44 exprimé par les macrophages. Au niveau des
ganglions lymphatiques, le recrutement des lymphocytes est permis par la
sphingosine-1-phosphate (S1P), lipide bioactif synthétisé par des sphingosine
kinases exprimées par les CELs. Les lymphocytes quant a eux, expriment le

récepteur de la S1P, le récepteur couplé aux protéines G S1P1 et sortent des
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ganglions lymphatiques en suivant le gradient de S1P [84-86]. De fagon intéressante,
la S1P exerce également une signalisation autocrine sur les cellules endothéliales
lymphatiques en stimulant in vitro et in vivo la lymphangiogenése [87]. En plus de
transporter les cellules de I'immunité, le systéme lymphatique participe au transport
direct de nombreux antigénes vers les ganglions lymphatiques permettant une

élimination des bactéries au sein des ganglions.

Les vaisseaux lymphatiques sont essentiels a [Il'absorption des nutriments
hydrophobes tels que les triglycérides, le cholestérol, les vitamines liposolubles ou
les acides gras a partir du petit intestin. Les entérocytes qui tapissent les villosités
de lintestin regroupent ces molécules sous forme de particules hydrosolubles
appelées chylomicrons et pouvant mesurer de 75 a 1200nm de diameétre. Le cas des
acides gras est un peu particulier au vue de la variabilité importante de la taille de
ces molécules : les acides gras a chaine courte resteront sous forme libre et seront
exportés de lintestin via les vaisseaux sanguins tandis que les acides gras a chaine
longue seront estérifiés et incorporés dans les chylomicrons [88]. Ces chylomicrons
seront ensuite pris en charge par un vaisseau lymphatique situé au centre de chaque
villosité appelé lactéale lymphatique en raison de I'apparence laiteuse de la lymphe
chargée en lipides. Ces lactéales vont ensuite se connecter aux vaisseaux
collecteurs mésentériques qui assureront le transport des chylomicrons dans le
systéme lymphatique. Outre cette fonction de transport de lipides il existe une
association étroite entre le systéme lymphatique et le tissu adipeux. On peut dans un
premier temps, constater que la localisation des deux systemes dans I'organisme est
proche : le tissu adipeux sous-cutané par exemple se forme a proximité des
vaisseaux lymphatiques du derme tandis que le tissu adipeux viscéral entoure les
vaisseaux collecteurs mésentériques, la citerne de Pecquet et le canal thoracique
[89]. Cette association se retrouve au niveau des ganglions lymphatiques qui sont
systématiquement entourés par un dépdét de tissu adipeux dont la lipolyse servira a
fournir le ganglion lymphatique en énergie lors d’'une réaction inflammatoire [89]. Il a
été également montré qu’une stimulation chronique d’'un ganglion lymphatique

induisait une augmentation a la fois de la taille et du nombre des adipocytes qui lui
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sont associés [90]. A l'inverse on a constaté dans un modéle de souris dépourvues
de ganglions lymphatiques une absence de formation des tissus adipeux (ou
coussinets adipocytaires) associés aux ganglions. De plus, la lymphe en elle-méme
stimule la différenciation des précurseurs adipocytaires en adipocytes matures [91] et
une mutation du gene codant pour Prox1, en plus de provoquer un défaut dans la
formation des vaisseaux lymphatiques qui entraine une fuite de la lymphe dans les
tissus interstitiels va favoriser I'obésité due a une accumulation d’adipocytes au
niveau des tissus gorgés de lymphe [92]. Par ailleurs, les adipocytes peuvent aussi
induire la lymphangiogenése de fagon directe (synthése d’adiponectine [93] ainsi que
de VEGF-C et —-D ) ou indirecte (recrutement de macrophages notamment en
conditions de stress via la production de TNF-a, TGF-, interleukine-6 [94-96]) et
participent au développement du systéme lymphatique via la production du facteur
Fiaf [97] ce qui démontre bien l'association étroite existant entre la vascularisation

lymphatique et la composante adipocytaire de I'organisme.

Au vu de 'ensemble de ses fonctions physiologiques, une régulation précise de la
mise en place et de la fonctionnalité du systéme lymphatique est nécessaire. Tout
défaut dans la mise en place des vaisseaux lymphatiques, de méme que toute
lymphangiogenese excessive entrainera le développement de nombreuses

pathologies.

E. Roles du systéme lymphatigue dans les processus pathologiques.

1. Le Lymphoedéme

Un lymphoedéme est caractérisé par une diminution de la capacité des vaisseaux
lymphatiques a transporter les fluides et les graisses tissulaires suite a un
développement anormal, une obstruction ou une destruction locale du réseau
lymphatique. Ceci va provoquer 'accumulation de lymphe dans les tissus causant
I'apparition d’'un cedéme. De plus I'accumulation de fluide va provoquer une réaction

inflammatoire chronique qui va aboutir a une accumulation de fibrose et de tissu
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adipeux dans les tissus atteints. Généralement localisée au niveau des membres,
cette pathologie impacte grandement la qualité de vie des patients en causant de
fortes douleurs, des difficultés de mobilité et pour les cas les plus graves une
amputation du membre touché. A [I'heure actuelle, les traitements pour le
lymphcedeme sont basés sur de la physiothérapie, des bandes de compression et
des massages permettant de stimuler mécaniquement le drainage afin de diminuer le
volume de lI'cedéme. Cependant, aucun traitement n’agissant directement sur le
réseau lymphatique n’est disponible a I'heure actuelle. Il existe deux types de
lymphcedeme : les lymphoedémes primaires sont le résultat de mutations génétiques
entrainant un développement anormal du réseau lymphatique tandis que les
lymphcedémes secondaires sont acquis suite a une obstruction ou une destruction

du systéme lymphatique (Figure5) [98].

La maladie de Milroy constitue une forme fréquente de lymphoedéme primaire. Ce
terme regroupe les Ilymphoedémes primaires causés par des mutations
hétérozygotes inactivant les domaines tyrosine kinase du VEGFRS3. Cette pathologie
se développe dés la naissance et est caractérisée par une hypoplasie des capillaires

lymphatiques entrainant un lymphoedéme [99].

Une mutation dans le géne codant pour le facteur de transcription FOXC2 a elle été
liée au syndrome du lymphoedéme-distichiasis, syndrome caractérisée par un
lymphoedéme se développant majoritairement au moment de la puberté associé a
I'apparition d’une rangée de cils surnuméraires au niveau des orifices des glandes de
Meibomius et de varices au niveau des veines des membres inférieurs [100, 101]. Il a
été démontré que dans ce syndrome, le lymphoedéme était due a une couverture des
capillaires lymphatiques par des cellules musculaires lisses diminuant leur capacité
d’absorption des fluides associée a une inhibition de la formation des valves dans les

collecteurs lymphatiques empéchant le transport de la lymphe [102].

Des mutations sur le géne ITGA9 codant pour lintégrine a9 entrainent également
des chylothorax congénitaux observés chez des foetus humains et dans les modéles
animaux [103, 104].
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Des mutations sur le géne codant pour le facteur de transcription SOX18 sont
associées au syndrome Hypotrichose - lymphcedéme - télangiectasie caractérisé
par une réduction voire une absence de cils et de sourcils et de cheveux, des
lymphcedémes au niveau des membres inférieurs ou des paupiéres et des anomalies
des vaisseaux sanguins périphériques [105], le phénotype de cette pathologie
humaine est reproduit chez des souris « Ragged » portant des mutations spontanées
abolissant I'activation de SOX18 [106].

Le syndrome Hennekam, syndrome conjuguant lymphoedéme, lymphangiectasie
(dilatation des vaisseaux et ganglions lymphatiques) et retard mental a été associé
notamment a des mutations sur le géne du facteur CCBE1. Le lymphoedéme observé
dans cette pathologie affecte les membres inférieurs et la face, se développe dés la
naissance, de fagon asymétrique et progresse au cours du temps renforcé par la

lymphangiectasie qui touche majoritairement la peau et les intestins [107].

Enfin, des mutations dans une protéine régulatrice de I'activité du facteur NF-kB, la
protéine NEMO sont associées a une pathologie complexe : le syndrome de
dysplasie-ectodermique-anhidrotique-immunodéficience-ostéopétrose-

lymphcedéme qui associe le développement dun Iymphcedéme a une
immunodéficience sévére, une ostéopétrose (augmentation anormale de la densité
de l'os) et une dysplasie ectodermique anhidrotique (dermatose d’'une dysmorphie

faciale, d’'un retard staturo-pondéral et d’'une blépharite sévéere) [108].

Bien que ces pathologies soient rares et non létales, elles affectent de facon
considérable la qualité de vie des personnes atteintes. Il est donc important de les

prendre en compte afin de palier a I'actuelle absence de traitement.

Les lymphoedémes primaires restent des maladies rares, I'ensemble de leurs
différentes formes ne représentant qu’environ 1% du total des lymphcedémes. La
majorité des lymphoedémes sont dits secondaires, c’est-a-dire acquis suite a une
perturbation du réseau lymphatique chez un individu disposant d’'un systéme

lymphatique fonctionnel [109].
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e Lymphcedéme secondaire d’origine infectieuse
Dans les pays en voie de développement, ces lymphoedémes sont majoritairement
causés par une filariose lymphatique. La filariose lymphatique (€également appelée
elephantiasis) désigne une infection du réseau lymphatique par les parasites
Wuchereria bancrofti, Brugia malayi ou Brugia timori, vers de la famille des
nématodes communément appelés filaires. Quel que soit le parasite responsable, la
filariose va conduire a une obstruction des vaisseaux lymphatiques par le parasite
qui conduira a la formation de lymphcedémes touchant en majorité les membres
inférieurs ou les organes génitaux. L’installation du parasite dans les vaisseaux est
provoqué par une réaction inflammatoire spécifique induite par le filaire stimulant la
production de VEGF-A,-C et —D conduisant a une hyperplasie permanente des
vaisseaux lymphatiques facilitant le développement intra-lymphatique du parasite
[110]. Certains individus étant naturellement protégés contre les formes les plus
sévéres de la maladie du fait de mutations génétiques entrainant une réaction
inflammatoire « filaire-spécifique » atténuée [111]. La filariose reste la premiere
infection responsable de lymphoedémes secondaires et la premiére cause de
lymphoedémes au niveau mondial affectant environ cent millions de personnes
[110]) mais d’autres infections bactériennes peuvent elles aussi donner lieu a un
lymphcedeme : C’est le cas par exemple des érysipéles, infection de la peau due au
streptocoque b-hémolytique, ou bien des lymphangites, infection directe des
vaisseaux lymphatiques causée par des streptocoques ou plus rarement par des

staphylocoques [109].

e Lymphcedéme secondaire d’origine chirurgicale
La cause la plus fréquente de lymphoedéme secondaire est associée a la chirurgie
pratiguée dans les traitements anticancéreux. La chirurgie du cancer de sein est
notamment la plus grande cause de lymphoedéme dans les pays développés. Dans
le cas du cancer du sein, les cellules tumorales disséminant a travers la glande
mammaire puis dans les ganglions, une mastectomie associée a une ablation de la
chaine ganglionnaire axillaire est pratiquée, provoquant alors une destruction du
réseau lymphatique locale et favorisant le développement d’un lymphcedéme au
niveau du membre supérieur [112]. Un lymphoedéme touchant les membres

inférieurs étant quant a lui observé chez les hommes ayant subis une ablation des
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ganglions pelviens dans le cadre d’'un cancer de la prostate tandis qu’un tiers des
patients ayant subis une lymphadenectomie (du ganglion inguinal le plus souvent)
dans le cadre d’'un mélanome sera également touché par cette pathologie. La
proportion de patients développant un lymphoedéme aprés avoir subis une
lymphadénectomie (ablation de ganglion lymphatique) est estimée entre 20 et 35%
selon le type de cancer considéré [113], ce pourcentage étant constant malgré les
efforts effectués pour développer de nouvelles techniques chirurgicales [114, 115].
La caractéristique la plus frappante de ce type de lymphcedéme est I'hétérogénéité
de son développement: pour une méme chirurgie, il peut survenir quelques
semaines, quelques mois ou quelques années apres l'opération et peut avoir
différents degrés de séveérité et une évolution plus ou moins rapide. De nombreuses
études ont donc été entreprises pour tenter de détecter les patients susceptibles de
développer un lymphoedéme mais, bien que le développement de cette pathologie
soit corrélé a I'lMC [116], aucun facteur de susceptibilité au développement d’un
lymphoedéme secondaire, qu’il soit environnemental ou génétique, n'a été validé a
'heure actuelle. Quelques criteres intrinséques au patient ont néanmoins été
identifies comme étant modifiées lors du développement de I'cedéme et pouvant
donc servir a placer une surveillance approfondie sur un certain types de patients : il
s’agit de I'élasticité de la peau, du tonus musculaire local (qui en se contractant
facilite le drainage des fluides par les lymphatiques) et la teneur en eau de la peau
[112, 117, 118]. Ce dernier paramétre a également pu étre utilisé pour détecter de

facon précoce les lymphcedémes avant I'apparition de symptéme [118].

De facon identique au lymphoedéme primaire, seuls des traitements symptomatiques
sont disponibles pour cette pathologie consistant en des massages et port de

manchons de contention.

Le défi thérapeutique posé par cette pathologie est donc de parvenir a rétablir un
réseau lymphatique fonctionnel. Pour ce faire, il est nécessaire d’identifier quels sont
les facteurs impliqués dans la lymphangiogenese ainsi que leurs modes de

régulation.
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Fig5 : Principales causes du lymphcedéme chez ’'Homme.

Le transport de la lymphe peut étre interrompu du fait d’'une hypoplasie des capillaires lymphatiques, d’une couverture anormale par une
membrane basale ou des CMLs de ces mémes capillaires ainsi que du fait d’'une absence ou d’'un dysfonctionnement des valves
intraluminales des collecteurs lymphatiques. La circulation de la lymphe peut étre également obstruée suite a une infection ou une
destruction locale du réseau lymphatique. Un défaut du drainage lymphatique conduit & une fibrose du tissu touché, un dépét excessif
de tissu adipeux et une réponse inflammatoire chronique. Les génes les plus fréquemment impliqués dans le lymphcedéme sont
mentionnés en bleu. [178]

2. La dissémination métastatique

L’agressivité et la Iétalité d’'un cancer ne sont que rarement dues a la tumeur primaire
mais bien plus souvent a sa capacité de former des métastases dans de nombreux
organes distants du site de développement de la tumeur primaire. Bien que les
tumeurs puissent également disséminer par simple migration cellulaire ou par la voie
sanguine, les cellules tumorales forment majoritairement des métastases en passant
par le systéme lymphatique. Les métastases dans les ganglions lymphatiques
proches des tumeurs primaires (appelés ganglions sentinelles) représentent
d’ailleurs la premiere étape du processus de dissémination pour de nombreux
cancers tels que le carcinome du sein, du colon ou de la prostate [119, 120]. La

présence de cellules tumorales dans les ganglions lymphatiques est de ce fait
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devenue, en clinique, un paramétre majeur pour établir le stade de développement
d’'un cancer et en adapter le traitement. Du fait de la perméabilité accrue des
vaisseaux lymphatiques par rapport aux vaisseaux sanguins, les cellules tumorales
peuvent en effet pénétrer facilement dans les vaisseaux présents sur le site du
développement de la tumeur en particulier dans les vaisseaux lymphatiques situés
en périphérie de la tumeur [121]. En effet, bien que des vaisseaux lymphatiques
situés a lintérieur des tumeurs aient pu étre détectés, la fonctionnalité de ces
vaisseaux reste incertaine, certaines études suggérant que du fait de la forte
pression intra-tumorale ces vaisseaux seraient maintenus fermés et donc ne

participeraient pas a la dissémination métastatique [122, 123].

Outre cette colonisation du réseau lymphatique préexistant, les cellules tumorales
peuvent également induire la lymphangiogenése en produisant un grand nombre de
facteurs lymphangiogéniques tels que les VEGF-C, VEGF-D, VEGF-A FGF2, HGF,
et PDGF-B [124-126]. Cette surexpression de VEGF-C et —D va réguler a la fois
quantitativement et qualitativement la lymphangiogenése tumorale en induisant a la
fois le bourgeonnement et la formation de nouveaux vaisseaux mais également la
dilatation des lymphatiques environnants permettant ainsi un transport optimal des
cellules tumorales [127-130] (Figure 6). Ces deux facteurs sont également capables
d’'induire la dissémination métastatique, dans les ganglions lymphatiques puis dans
les organes distants, dans des tumeurs qui naturellement ne métastasent pas [131].
Cette production de facteurs lymphangiogéniques par la tumeur peut également
avoir lieu de fagon indirecte grace aux cellules du stroma tumoral : les macrophages
associés aux tumeurs sont des sources connues de VEGF-C [132] tandis que les
fibroblastes du microenvironnement vont produire de 'acide hyaluronique en grande
quantité [133].

En plus de leur capacité a induire la lymphangiogenése, les cellules tumorales sont
capables de détourner a leur profit des mécanismes de signalisation
physiologiquement utilisés par I'endothélium lymphatique pour assurer la surveillance
immune afin d’accélérer leur migration vers les vaisseaux lymphatiques. Les cellules
tumorales peuvent en effet exprimer le récepteur CCR7 de la chimiokine CCL21
produites par les CELs ainsi que le récepteur CXCR4 du facteur SDF1[134, 135].
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Il apparait également, qu’en plus de leur effet local, les facteurs lymphangiogéniques
produits par la tumeur agissent a distance en induisant la lymphangiogenése dans
les ganglions lymphatiques sentinelles avant méme leur colonisation par les cellules
tumorales. Cette lymphangiogenése semble favoriser la mise en place d’'une niche
métastatique, les cellules de la tumeur primaire préparant le microenvironnement du
ganglion afin de le rendre plus hospitalier pour la survie et la croissance des cellules
tumorales avant leur arrivée [136-139]. Il a également été suggéré que l'interaction
entre les cellules tumorales et les ganglions lymphatiques favorisait la tolérance
immune en activant la présentation croisée de certains antigénes tumoraux aux
lymphocytes T CD8 positif qui conduisait a une destruction des lymphocytes T

spécifiques de ces antigenes [140].

Plus qu’un simple réceptacle pour les cellules tumorales, il semble que les ganglions
lymphatiques, une fois colonisés, constituent de véritables plateformes de lancement
pour les cellules tumorales en augmentant leur potentiel métastatique et préparent

ainsi la dissémination métastatique dans les organes distants de la tumeur primaire.

Au vu de ces données, la lymphangiogenese tumorale représente donc une cible
thérapeutique majeure pour prévenir la dissémination thérapeutique. De plus, la
capacité des tumeurs a induire la lymphangiogenese est une des causes probables
de l'échec relatif des traitements anti-angiogéniques dans un certain nombre de
cancer : en réponse au blocage de la voie sanguine, les tumeurs peuvent augmenter
leur production de facteurs Iymphangiogéniques et disséminent par voie
lymphatique. Afin de palier a ces phénoménes de compensation, les traitements
futurs devront impérativement prendre en compte le systéme lymphatique comme un
acteur important du processus tumoral et viser a bloquer les deux systemes

vasculaires de fagon simultanée pour priver la tumeur de toute voie de dissémination.
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Fig6 : La vascularisation sanguine et lymphatique : deux voies privilégiées de dissémination métastatique

Les cellules tumorales secrétent des facteurs de croissances et des chimiokines telles que le VEGF-A, FGF-2 et le TNFa qui
vont aller stimuler la prolifération de I'endothélium vasculaire quiescent. La tumeur sécréte également des facteurs tels que le
VEGF-C, VEGF-D et le HGF qui vont stimuler la croissance de nouveaux vaisseaux lymphatiques. Le VEGF-C produit par la
tumeur va également induire une lymphangiogenése dans les ganglions lymphatiques sentinelles. Les vaisseaux sanguins
nouvellement formés vont promouvoir la croissance de la tumeur en I'approvisionnant en oxygene et nutriments tandis que les
vaisseaux lymphatiques draineront les déchets métaboliques et les fluides extra tissulaires réduisant ainsi la pression
osmotique. Les deux systémes vasculaires vont en outre offrir une voie de dissémination métastatique a la tumeur [262].

3. Le sarcome de Kaposi

Cette tumeur de la famille des angiosarcomes est causé par I'’herpés-virus humain de
type 8 (HHV8) ou virus de I'herpés associé au sarcome de Kaposi (KSHV) ainsi que
par le HIV. Pouvant adopter une forme cutanée, muqueuse ou viscérale ce sarcome
d’origine endothéliale et caractérisé par une extravasation de globules rouges et un
important infiltrat de cellules inflammatoires [141] démontre un cas unique de
reprogrammation par un virus du programme de différenciation des cellules
endothéliales. En effet, les cellules du sarcome de Kaposi expriment a la fois des
marqueurs spécifiques du phénotype lymphatique (VEGFR-3, Lyve-1 et podoplanine)
et sanguin (CD34, CXCR4) et l'infection de cellules endothéliales sanguines (CESs)
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avec le HHV8 induit une reprogrammation du transcriptome vers un profil de CELs
tandis qu’une infection de CELs avec ce virus induit cette fois une reprogrammation

vers un phénotype proche de celui des CESs [142, 143].

Etudier la sensibilité de ce sarcome aux facteurs lymphangiogéniques, et le cas
écheant, les inhiber pourrait représenter un traitement permettant d’agir a la fois sur
le développement de la tumeur primaire, linfiltrat de cellules inflammatoires et la

dissémination tumorale.

4. Hypertension

Il a été démontré que la quantité d’électrolytes présents dans l'organisme, et en
particulier d’ions Na® favorisait l'appariton de [I'hypertension bien que les
mécanismes liant les deux phénoménes soient encore mal connus [144]. Il a
récemment été montré que, du fait de ses fonctions régulatrices pour 'homéostasie
des fluides, le systéme lymphatique jouait également un réle dans la prévention de
I'hypertension. La prolifération des vaisseaux lymphatique est en effet augmentée
suite a une augmentation de I'expression de VEGF-C en réponse a un régime
alimentaire riche en sel [145]. Dans ce modeéle, les monocytes vont détecter
'accumulation d’ions Na® et CI induite par I'hypertension ce qui va activer
I'expression des protéines TonEBP (tonicity-responsive enhancer binding protein).
Cette protéine va se lier sur le promoteur du géne du VEGF-C et activer sa
transcription. Le VEGF-C ainsi secrété va permettre [Iinduction de la
lymphangiogenése cutanée ce qui augmentera l'efficacité du drainage des fluides et
supprimera I'accumulation d’ions prévenant ainsi I'apparition de I'hypertension. De
plus, dans ce modéle, le VEGF-C diminue la pression sanguine via un mécanisme
médié par VEGFR2 et la NOS endothéliale, ce mécanisme étant supprimé par I'ajout

d’'un anticorps bloquant [146].

Bien qu'il faille encore approfondir les connaissances dans ce domaine, stimuler la
lymphangiogenése peut donc représenter un moyen jusqu’alors insoupgonné de

prévenir I'apparition de certains types d’hypertension.
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5. Lymphangioleiomyomatose (LAM)

La LAM est une maladie rare touchant les poumons et affectant uniquement les
femmes, généralement en age de procréer. Elle est caractérisée par une prolifération
des vaisseaux lymphatiques ainsi que de cellules de type muscle lisses immatures
appelées cellules LAM et par la formation de kystes, 'ensemble de ces phénoménes
entrainant une destruction progressive des poumons avec pour seule solution
thérapeutique une transplantation pulmonaire [147]. La LAM est souvent associée au
développement de tumeurs bégnines du rein : les angiomyolipomes (AML) [147].
L’origine des cellules de type muscle lisse caractéristiques de la LAM est encore
inconnue mais il a été démontré qu'elles exprimaient les facteurs
lymphangiogéniques VEGF-C et —D [148, 149] ce qui leur permet de disséminer
rapidement a travers les lymphatiques. Cette dissémination de cellules LAM va
entrainer un blocage des vaisseaux lymphatiques de la cavité abdominale et du
thorax causant également une accumulation de lymphe et donc des cedemes de la
cavité abdominale appelés chylothorax. La cause principale de LAM identifiée a ce
jour est une activation anormale de la kinase mTOR (mammalian target of
rapamycine), les patients développant la maladie étant souvent porteurs d’une
mutation sur les genes TSC1 et 2 (repressors tuberosis sclerosis complex-1 and -2),
deux protéines responsables de I'inhibition de mTOR en conditions physiologiques
[150, 151]. Grace a ces avancées, des résultats encourageants ont été obtenus chez
des patients atteints de LAM et traités aux inhibiteurs de mTOR [152].

6. La maladie de Gorham-Stout

La maladie de Gorham est une maladie rare, d’étiologie inconnue, et caractérisée par
une ostéolyse massive associée a une prolifération locale de vaisseaux. Une des
complications fréquentes de cette maladie est une dysfonction du systéme
lymphatique entrainant des chylothorax et des épanchements d’ascites [153] . Les
cellules endothéliales présentes au niveau des lésions osseuses sont d’origines
lymphatiques : il a en effet été montré qu’elles exprimaient les marqueurs LYVE-1,
podoplanine et également le récepteur VEGFR-3 [154]. Dans les lésions osseuses

propres a la maladie de Gorham ces cellules sont associés a des cellules de type
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ostéoclastes immatures sécrétant un grand nombre de cytokines, de facteurs de
croissance tels que le VEGF-A et étant trés invasive notamment via la voie
lymphatique [155]. Cette pathologie montre donc un lien étonnant entre cellules
endothéliales lymphatiques et ostéoclastes dont les implications n’ont pas encore été

explorées.

7. L’inflammation

Outre le transport des cellules de l'immunité, les lymphatiques participent a la
surveillance immune en transportant certains médiateurs de l'inflammation. Le TNF-
a, par exemple, est relargué lors d’'une inflammation par les granulocytes sous forme
de particules composées d’héparine. Ces complexes vont étre pris en charge par les
lymphatiques et acheminés vers les ganglions lymphatiques permettant un transport
rapide de molécules pro-inflammatoires [156].

La lymphangiogenése est également induite dans les ganglions lymphatiques lors
d’'une inflammation par une surexpression de VEGF produit par les cellules B
folliculaires des ganglions [157]. Cette association entre vaisseaux lymphatiques et
cellules de 'immunité est également retrouvée au niveau des tissus inflammés. Les
macrophages et les granulocytes produisant en effet de grandes quantités de VEGF-
C et VEGF-D lors dune inflammation et cette synthése de facteurs
lymphangiogéniques étant elle-méme activée en réponse a une stimulation de ces
cellules par des cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a [158]. De plus,
certaines cellules endothéliales lymphatiques expriment de fagcon constitutive NF-kB,
le principal facteur de transcription impliqué dans les voies de signalisation de
linflammation et des réponses immunes [159]. L’activation de NF-kB dans ces
cellules augmente I'expression de Prox1 et VEGFR3 les rendant encore plus
sensibles aux VEGF-C et —D produit par les leucocytes [160]. En plus d’étre des
acteurs essentiels de la réaction inflammatoire, les vaisseaux lymphatiques
participent également a la résolution de l'inflammation en contribuant a drainer les
leucocytes hors des tissus inflammés, a diminuer le gonflement local induit par
linflammation et permettent également d’induire la mobilisation des macrophages

CD11b positifs important pour la résolution de I'inflammation [161].
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Du fait de ses fonctions dans la surveillance immune et dans les différentes phases
de la réaction inflammatoire, le systeme lymphatique est également impliqué dans de
nombreuses pathologies caractérisées par une inflammation chronique non résolue.
Une hyperplasie des vaisseaux lymphatiques ou une lymphangiogenése accrue a,
en effet, été observée dans la peau dans le cadre du psoriasis [162], dans la
muqueuse intestinale de patients atteints de colite ulcéreuse ou de maladie de Crohn
[163] ainsi que dans les articulations touchées par la polyarthrite rhumatoide [164].
En plus du réle évident des macrophages recrutés sur le site de l'inflammation qui
approvisionnent les vaisseaux lymphatiques en VEGF-C et -D [158], le VEGF-A
semble étre un acteur crucial de la lymphangiogenése associée a l'inflammation
chronique. Son expression est notamment augmentée dans le psoriasis chez
'Homme [165] et une surexpression de ce facteur chez la souris induit une
inflammation prolongée aprés une lésion cutanée tandis que son inhibition par un

anticorps bloquant inhibe la lymphangiogenése associée a cette inflammation [166].

Inversement, la lymphangiogenése induite par le VEGF-C semble avoir un réle
protecteur dans les pathologies associées a une inflammation chronique. Son
expression est augmentée dans la membrane synoviale des articulations de souris
ou de patients atteint de polyarthrite rhumatoide [167] mais il semble induire une
lymphangiogenése participant activant au drainage des leucocytes situés dans ces

tissus et donc a une résolution plus efficace de I'inflammation [168].

Les vaisseaux lymphatiques, en tant que principaux transporteurs des cellules de
limmunité, sont également impliqués dans le rejet de greffe. Dans le cadre de la
transplantation rénale, il a été montré que les vaisseaux lymphatiques de I'héte se
développant dans le greffon sur-exprimaient la chimiokine CCL21 attiraient les
cellules dendritiques porteuses du récepteur CCR7 induisant ainsi une
reconnaissance du greffon en tant qu’antigene par le systéme immunitaire de I'hote

[169]. A linverse, inhiber la lymphangiogenése permet de réduire I'expression de
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CCL21 et de diminuer le rejet de greffe dans un modéle de transplantation cardiaque
chez le rat [170].

Le role des lymphatiques est également primordial dans le rejet de greffe de cornée.
La cornée est dépourvue de lymphatiques en conditions physiologiques mais en cas
d’inflammation ou d’un rejet de transplantation on assiste a un envahissement de cet
organe par les vaisseaux lymphatiques [171]. La transplantation de cornée a
habituellement un taux élevé de succes mais celui-ci chute drastiquement des lors
que la lymphangiogenese débute [172]. Les vaisseaux lymphatiques vont en effet
étre le point d'entrée a la fois des cellules présentatrices d’antigene et des
lymphocytes vers le greffon et vont donc participer a sa destruction par le systéme
immunitaire [171, 173]. De nouvelle thérapies visant soit a enlever les ganglions
reliés aux lymphatiques de la cornée pour stopper I'afflux de cellules immunitaires
[174] soit a inhiber directement la lymphangiogeneése sont actuellement en cours de

développement chez I'animal afin d’augmenter le taux de survie des greffons [175].

Il. Facteurs de croissance et voies de signalisation impliquées

dans la lymphangiogenése.

A. Le VEGF-C

La voie VEGF-C/VEGFR3 est la voie de signalisation majeure impliquée dans la
lymphangiogenése. Identifié par clonage en 1996 [176], le géne du VEGF-C (108kb)
est situé sur le chromosome huit chez la souris, et sur le chromosome 4 chez
'Homme [177]. Il est constitué de sept exons générant un ARNm de 2,4kb. Le
pourcentage d’homologie de ’TARNm du VEGF-C est de 80% entre ’'Homme et la
souris mais il existe un variant d’épissage (absence de I'exon 4) présent dans
certains tissus chez 'Homme et non observé chez la souris [177]. Le promoteur du

gene du VEGF-C présente la particularité de ne pas comporter de TATA box.

Les étapes de sa maturation protéique ont été bien caractérisées. Le VEGF-C est
synthétisé sous forme d'une préproprotéine de 58kDa. Il est ensuite clivé par des
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proprotéines convertases intracellulaires en deux formes de 29 et 31kDa qui vont se
dimériser en formant des ponts disulfures avant d’étre sécrétées [120, 178, 179].
Sous cette forme le VEGF-C ne peut se lier qu’au VEGFR3. Aprés sécrétion, le
VEGF-C est de nouveau clivé par des protéases telles que la plasmine pour former
une protéine homodimérique de 21kDa pouvant se lier avec une forte affinité a la fois
aux récepteurs VEGFR2 et VEGFR3 [48].

Le VEGF-C est essentiel a la prolifération, la migration et la survie des CELs ainsi
que durant la lymphangiogenése embryonnaire [180]. Sa délétion est Iétale chez la
souris a E15. Sa liaison au récepteur VEGFR-3 active trois principales cascades de
signalisation essentielles aux CELs. La petite GTPase Ras outre ces effets directs
sur I'endothélium lymphatique in vivo [180, 181] va sur-activer les voies MAPK/ERK
et PI3K/Akt. La voie MAPK/ERK est essentielle a la prolifération des CELs et méme
au maintien du phénotype lymphatique, une forte expression de MAPK dans des
BECs pouvant conduire a I'apparition de marqueurs lymphatiques dans ces cellules
notamment Prox1 et Sox18 [180]. La voie PI3K/Akt, et plus particulierement
l'isoforme p110a majoritairement exprimée par les CELs [108], va activer la synthése
protéique en activant mTOR et est a ce titre essentiel au métabolisme, a la survie et

a la migration de ces cellules [182] .

En tant que facteur clé de la lymphangiogenése, le VEGF-C est bien évidemment
impliqués dans toutes les pathologies liées a une perturbation de la fonction du
systeme lymphatique. Néanmoins il a été montré que le VEGF-C possédait des
fonctions pro-tumorales indépendantes de ses propriétés lymphangiogéniques : il
augmente en effet I'expression de protéines pro-tumorales dans les cancers de
I'cesophage et du col de l'utérus [183, 184] et est impliqué dans la résistance des
tumeurs au stress oxydant [185]. Récemment son implication dans I'endométriose a

également été démontrée [186].

1. Régqulations transcriptionnelles

Le promoteur du VEGF-C contient de nombreux sites de fixation du facteur de

transcription NF-kB permettant I'induction de sa transcription lors de l'inflammation
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[187]. Outre NF-kB, le facteur de transcription C/EBP-6 (CCAAT/enhancer-binding
protein-6) active la transcription du VEGF-C. Ce facteur, surexprimé dans les
cancers, est un élément permettant d’expliquer la capacité des tumeurs a induire la
lymphangiogenése[188]. De plus, certains stress environnementaux sont également
capables d’augmenter la transcription du VEGF-C : ainsi une hyperthermie ou un
stress oxydatif permettent, via la fixation de la protéine LEDGF/p75 (lens epithelium-
derived growth factor) sur un élément de réponse au stress (STRE) présent sur le
promoteur du géne du VEGF-C, d’activer la transcription de ce facteur [189]. Bien
que de nombreuses études lient I'expression du VEGF-C a I'hypoxie notamment
dans le cadre du développement tumoral [190, 191], aucune régulation
transcriptionnelle induite par '’hypoxie n’a pu étre identifiée a I'heure actuelle pour le
VEGF-C.

2. Régqulations traductionnelles

Au cours de ma these, je me suis intéressé aux régulations traductionnelles du
VEGF-C. Nous avons identifi€ une régulation originale basée sur des éléments
appelés sites d’entrées interne du ribosome ou IRES et que je décrirai ultérieurement

(Résultats point I)

Lorsque les cellules sont exposées a un stress elles diminuent leur synthese

protéique afin d’économiser de I'énergie [192-195].

La traduction des ARNm cellulaires en protéines s’effectue majoritairement selon un
mécanisme dépendant de la coiffe des ARNm. L'initiation de la traduction est
permise par la fixation du facteur elF4F (composé d’elF4E, 4 G et 4A) sur la coiffe de
'ARNm. Ce facteur va ensuite permettre le recrutement de la sous-unité 40S qui va
scanner 'ARNm jusqu’au codon AUG initiateur. La sous-unité 60S sera ensuite
recrutée et la traduction de la région codante de ’TARNm débutera. En condition de
stress, la cellule va inhiber ce mécanisme de traduction en affectant I'activité des
kinases mTOR et PERK [196, 197]. L’inactivation de mTOR provoque une

hypophosphorylation de la protéine de liaison a elF4E (4E-BP1) qui va séquestrer le
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facteur elF4E empéchant ainsi la formation du complexe elF4F sur la coiffe et donc
l'initiation de la traduction [198, 199]. Un stress cellulaire provoquera également un
stress du réticulum endoplasmique di a un mauvais repliement des protéines en
absence d’oxygéne. Ce stress va ensuite activer la kinase PERK qui va phosphoryler
le facteur elF2a et ainsi bloquer le transport de 'ARNt méthionine jusqu’au ribosome

bloquant la encore l'initiation de la traduction [200].

L’étude des virus de la famille des picornavirus a permis de résoudre I'énigme posée
par les protéines dont I'expression augmentait en condition de stress malgré un
blocage de la traduction. Elles ont mis en évidence un mécanisme d'’initiation de la
traduction indépendant de la coiffe (les ARN viraux n’étant pas coiffés). Ce
mécanisme se base sur des structures secondaires tridimensionnelles appelées
(IRES) et qui permettent un recrutement direct de la sous-unité 40S du ribosome
sans intervention de la coiffe [201]. Outre les virus, il a été€ montré qu’un petit nombre
d’ARNm cellulaire comportait également des IRES leur permettant ainsi d’étre
traduits en conditions de stress [202]. Ces IRES sont plus fréquemment présents
dans les ARNm ayant des longues régions 5 NT et la majorité des IRES identifiés se
trouvent sur des ARNm de protéines associées au contrdéle de la survie et de la mort
cellulaire, de facteurs de croissance et de facteurs de transcription (c-myc): ils
permettent donc une régulation plus fines de molécules cruciales dont I'expression
doit étre contrélée de fagon stricte dans la cellules méme en cas de stress [203, 204].
La fonctionnalité des IRES, c’est-a-dire leur capacité a recruter la sous-unité 40S du
ribosome, est majoritairement déterminée par la structure qu’ils adoptent plutét que
par la séquence nucléotidique qui les compose. L’activité des IRES est ainsi régulée
par un certain nombre de protéines appelées ITAFs (IRES trans-acting factors) et
capable de stabiliser leur conformation pour permettre un recrutement efficace du

ribosome.

L’IRES présent dans la région 5’NT de ’TARNm du VEGF-C est activé par I'hypoxie a
la fois in vitro et in vivo dans plusieurs lignées tumorales. Il permet a la tumeur de
maintenir son expression de VEGF-C méme en conditions de stress cellulaire et ainsi
de promouvoir une lymphangiogenése tumorale facilitant la dissémination

métastatique (Résultats point I). Malgré cette découverte, la traduction des VEGF
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spécifiguement impliqués dans la lymphangiogenése est un domaine tres peu étudié

et ce mécanisme de traduction est a ce jour le seul connu pour le VEGF-C.

B. Le VEGF-D

Le VEGF-D a été identifié par clonage en 1996 [205]. Son géne mesure 40kb chez
I'Homme et 30 chez la souris et est situé sur le bras court du chromosome X chez les
deux espéces. Sa région codante est composée de sept exons séparés par six
introns transcrits en un unique ARNm de 2,5kb [206]. De fagon analogue au VEGF-C
le promoteur du géne du VEGF-D ne posséde pas de TATAA box mais dispose de
domaine de fixation du facteur AP-1 permettant a ce facteur de réguler sa

transcription [207].

De facon analogue au VEGF-C, le VEGF-D est synthétisé sous la forme d’un
précurseur protéique de 53kDa [208]. Une fois sécrété, il est ensuite clivé au niveau
des régions N et C terminales pour former une protéine mature de 29 ou 31kDa dont
I'affinité pour les récepteurs VEGFR2 et VEGFR3 est augmentée le rendant ainsi
plus efficace pour induire la lymphangiogenese [209]. Cependant, la délétion du
VEGF-D n’est pas létale chez la souris et son impact sur le réseau lymphatique se
limite a une diminution de la densité vasculaire lymphatique dans les bronchioles
[210]. Administré a des animaux possédant un réseau lymphatique déficient, le
VEGF-D permet en revanche de rétablir la lymphangiogenése [211], la relative
innocuité de sa délétion embryonnaire s’explique donc certainement par une
surexpression des autres facteurs lymphangiogéniques, VEGF-C en particulier qui

compense I'absence de VEGF-D.

De la méme maniére que celle du VEGF-C, la fixation du VEGF-D sur le récepteur
VEGFR-3 va induire l'activation de Ras et des voies de signalisation MAPK/ERK et

PI3K/Akt permettant la survie, la prolifération et la migration des LECs.

Son implication dans les pathologies liées a une lymphangiogenése excessive
(dissémination métastatique, psoriasis [212]), a I'exception de la polyarthrite
rhumatoide [167], a été clairement établie. Le VEGF-D intervient également, avec le

VEGF-C, dans la lymphangiogenése observée dans les Iésions athérosclérotiques
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méme si I'impact de cette lymphangiogenése sur le devenir des plaques d’athérome
reste encore a déterminer [213]. Une augmentation de I'expression de ce facteur a
également été constatée chez les patients souffrants de pneumopathies
d’hypersensibilité [214] renforcant le lien entre VEGF-D et tissu pulmonaire déja

observé au cours du développement embryonnaire [209].

1. Régqulations transcriptionnelles

Les régulations de I'expression du VEGF-D, au niveau transcriptionnel aussi bien
que traductionnel, ont été peu étudiées car, du fait d’'un impact moins important sur le
développement du systeme lymphatique, ce facteur a longtemps été considéré
comme secondaire par rapport au VEGF-C. Néanmoins son implication dans la
lymphangiogenése tumorale est plus évidente et sa surexpression entraine une
augmentation de la dissémination métastatique par voie lymphatique. Dans le cadre
du cancer des études ont montré que sa transcription était activée par STAT-3, HNF-
4a et COUP-TF1/2 [215, 216].

2. Régqulations traductionnelles

De fagon analogue au VEGF-C, j'ai étudié les régulations traductionnelles du VEGF-
D. Ces travaux ont mis en évidence que 'ARNm du VEGF-D comportait un IRES
dans sa région 5NT. Contrairement au VEGF-C, cet IRES n’est activé
spécifiquement que dans des cellules tumorales mammaires et nécessite un choc

thermique, et non une hypoxie, pour étre activé (Résultats point Il).

Le choc thermique (également désigné sous le nom de stress thermique ou
hyperthermie) est un des stress cellulaires les plus étudiés, les premieres analyses

remontant au début du 20° siécle ol des mutations induites par la chaleur ont été
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identifiées chez la drosophile [217]. L'augmentation de la température extracellulaire
est détectée par la membrane plasmique qui se fluidifie. Cette fluidification de la
membrane, induite par une augmentation de la saturation des acides gras qui la
composent [218] va ensuite induire la réponse cellulaire. Tres conservée entre les
especes [219]cette réponse se base sur l'induction d’'un ensemble de protéines
appelées Heat Shock Proteins (HSP) et qui vont assurer un ensemble de fonctions
telles que le transport, le repliement ou la dégradation des protéines de la cellule, la
réparation des ARN et I'inhibition de 'apoptose permettant a la cellule de s’adapter et

de survivre a cette hyperthermie

Nous avons également montré que la nucléoline, protéine déja connue pour étre un
ITAF d’IRES viraux [220] et impliquée dans la régulation de la stabilité d’ARN
d’'oncogenes [221], était un ITAF essentiel a I'activation de cet IRES (Résultats
point IlI). Outre cet IRES, une étude a également montré que la traduction du VEGF-

D était régulée par I'interleukine7 [222].

C. Le VEGF-A

Le VEGF-A (ou VEGF), également appelé facteur de perméabilité vasculaire [223],
est une glycoprotéine homodimérique ayant un poids moléculaire d’environ 45kDa.
Le géne du VEGF-A humain, d’'une longueur de 14kb [224], est localisé sur le
chromosome 6 et comporte huit exons et sept introns [225]. A ce jour, neuf isoformes
de VEGF-A ont été identifiées suite a un épissage alternatif [226]. Nommées en
fonction de leur nombre d’acides aminés, des isoformes de 111, 121, 145, 148, 162,
165, 183, 189 et/ou 206 acides aminés peuvent étre générées par un épissage
alternatif. Trois isoformes sont cependant majoritaires : les VEGF-A121, VEGF-
A165, et VEGF-A189A [224]. Bien que ce facteur posséde des propriétés
lymphangiogéniques [227-229] il est principalement connu pour son rble dans
'angiogenése aussi bien physiologique que pathologique [230]. Sa liaison au
récepteur VEGFR2, récepteur a activité tyrosine kinase fortement exprimé par les
lymphatiques va induire la phosphorylation des Tyr 951, Tyr 1054, Tyr 1059, Tyr
1175 et Tyr 1214 entrainant une activation des voies de signalisation PI3K et

ERK1/2 permettant la migration et la prolifération des CELs [231]. De plus, le
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récepteur VEGFR2 peut former un hétérodimére avec le VEGFR3, principal
activateur des voies de signalisations propres a la lymphangiogenése, renforgcant
ainsi la capacité du VEGF-A a agir sur les CELs. Le VEGF-A peut également induire
la lymphangiogenése de facon indirecte en se liant au récepteur VEGFR1 a la

surface des macrophages afin d’induire la synthése de VEGF-C et-D [232].

1. Régqulations transcriptionnelles

La transcription du VEGF-A est majoritairement régulée par I’hypoxie.

L’hypoxie désigne une situation ou I'approvisionnement en oxygéne d'une cellule,
normalement assuré par les systémes pulmonaires et cardiovasculaires, ne suffit
plus a combler ses besoins métaboliques. L’'une des premiéres protéines dont
I’expression est activée par I’hypoxie est le facteur de transcription HIF1
(Hypoxia inducible factor). HIF1 est constitué par un hétérodimeére formé d’une
sous-unité a et d’'une sous-unité 3, la premiére étant rapidement dégradée en
présence d’oxygéne tandis que la seconde est exprimée de fagon constitutive
[233] . De fagon plus précise, en normoxie, les protéines PHD 1-3 (Prolyl
hydroxylase domain proteins) vont assurer I’hydroxylation des prolines 402 et
564 contenues dans le domaine ODD (oxygen dependent degradation domain)
de HIFa. Ces hydroxylations vont permettre le recrutement de la protéine Pvhl
(Von Hippel Lindau) et induire une dégradation rapide de HIF1a par le
protéasome. L’oxygéne étant un cofacteur nécessaire a Il'activité des PHD,
’hypoxie empéche I’hydroxylation de HIF1a et donc sa dégradation. La
protéine HIF1-a est ensuite transportée vers le noyau ou elle s’associera avec
la sous-unité B pour former le facteur HIF1 complet.

[234]. Ce dernier va alors pouvoir se fixer sur des séquences canoniques HRE
(Hypoxia Response Element) situées dans les promoteurs ou dans des
séquences enhancers de génes dont il activera la transcription en hypoxie. A
ce stade, la protéine FIH (Factor | nhibiting HIF-1) sensible a la pression en

oxygéene inhibe en normoxie la transcription induite par un complexe HIF qui
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aurait pu se former malgré la dégradation rapide de sa sous-unité a conférant

un caractere spécifique a I’hypoxie de la transcription induite par HIF1.

Un HRE a été identifié dans le promoteur du VEGF-A [235]. Cette séquence longue
de quarante-sept paires de bases a été identifiée entre les bases 939 et 985 situées
en 5 du site d’initiation de la transcription du VEGF-A et permet 'augmentation de
'expression du VEGF-A en hypoxie (culture des cellules a 1% d’oxygéne ou
traitement au CoClI2) [235]. Outre HIF1a, ce HRE est également une cible de HIF-2
[236]. De facon intéressante, ce HRE collabore avec des éléments enhancers situés
entre les bases -2274 et +379 puisque des délétions de nucléotides situés entre
dans cette région entrainent une altération de I'induction de la transcription du VEGF-
A par I'hypoxie. L’hypoxie augmente également la stabilité de TARNm du VEGF-A.
En normoxie, TARNm du VEGF-A est hautement labile avec une demi-vie moyenne
de 15 a 40min in vitro [237-239]. En hypoxie, une stabilisation de TARNm est médiée
par des séquences riches en AU situées dans la région 3’ NT de 'ARNm et par la
protéine de liaison a 'ARN MDM2. Celle-ci n’est transportée du noyau vers le
cytoplasme qu’en absence d’oxygeéne et permet d’augmenter la stabilité de TARNm
en interagissant avec les séquences AU [240].La protéine DRBP76/NF90 quant a
elle permet, en hypoxie, de faciliter I'adressage de 'ARNm du VEGF-A aux

polysomes et donc d’augmenter I'expression de VEGF-A [241, 242].

2. Régqulations traductionnelles

Bien que ce facteur posséde des propriétés lymphangiogéniques [227,229] il est
principalement connu pour son rdle essentiel dans l'angiogenése aussi bien
physiologique que pathologique [230] et a ce titre, et du fait d’'une identification plus
précoce que celle des VEGF-C et -D, ses mécanismes de régulation ont été
nettement plus étudiés. C’est en effet le premier membre de la famille des VEGFs a

avoir été identifie comme régulé traductionnelement par une structure IRES.

L’ARNmM du VEGF-A posséde, dans sa région 5’NT, deux IRES différents localisés

en amont des codons d’initiation alternative CUG et AUG (responsables de la
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synthése de deux isoformes alternatives du VEGF-A) [243] et fortement activés par
'hypoxie [244]. En effet, des ITAFs des deux IRES du VEGF-A sont surexprimés en
hypoxie (la kinase MAPK3 par exemple). De plus, des régulateurs négatifs de ces
deux IRES actifs en présence d’oxygéne sont inhibés lorsque le niveau d’oxygéne
chute : le miRNA miR-16 se fixe sur I'extrémité 3° NT de TARNm du VEGF-A et
diminue l'activité des IRES [245, 246]. De méme la synthése de I'hélicase DEAD-
box, régulateur négatif des deux IRES du VEGF-A, est inhibée par I'hypoxie [247].
L’activation transcriptionnelle et traductionnelle de I'expression du VEGF-A fait donc

de lui I'un des facteurs lymphangiogéniques le plus induit par I'hypoxie.

D. Autres facteurs lymphangiogénigues

Mes travaux de théses étant focalisés sur les VEGF-C et —D, jai choisi de concentrer
cette introduction sur la famille des VEGFs. Néanmoins de nombreux autres facteurs
peuvent étre impliqués dans la lymphangiogenese physiologique ou pathologique.
Sans prétendre a I'exhaustivité, on peut citer le FGF-2 [248] qui comporte également
un IRES [249], le facteur de croissance des hépatocytes (HGF) [250], les facteurs de
croissance apparentés a l'insuline (IGF1 et 2) [251], 'endothéline 1 (ET-1) [252], le
PDGFp [124] ainsi que I'angiopoiétine-2 (Ang2) [253] méme si pour plusieurs de ces
facteurs une collaboration avec l'axe VEGF-C/VEGF-D-VEGFR-3 semble étre

nécessaire a leur activité lymphangiogénique.

Au cours de ma thése, je me suis consacré a identifier les éléments IRESs
présents sur les ARNm des deux facteurs majeurs de la lymphangiogenése, les
VEGF-C et VEGF-D, les stress responsables de leur activation in vivo et in vitro
ainsi que leurs mécanismes de régulation. L’identification de nouveaux modes
d’expression pour ces facteurs nous a conduit a envisager une nouvelle
thérapie pour une pathologie caractérisée par une perte de fonction du
systéeme lymphatique : le lymphoedéme. C’est pourquoi, dans un troisiéme
projet, je me suis intéressé au lymphoedéme secondaire développé aprés
lymphadenectomie suivant un cancer du sein afin de mieux comprendre les

caractéristiques de cette pathologie ainsi que [linfluence des
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hormonothérapies utilisées dans le cadre du carcinome mammaire sur son

développement.

RESULTATS

1. L’ hypoxie induit ’expression du VEGF-C dans les cellules

tumorales métastatiques via un mécanisme de traduction

indépendant de HIF-1a.

A. Introduction
La majorité des cellules tumorales composant une tumeur solide sont confrontées a
de nombreux stress cellulaire. Le stress hypoxique en particulier affectera les cellules
du centre de la tumeur trop éloignées des vaisseaux sanguins situés en périphérie
de la tumeur et donc non approvisionnées en oxygeéne. Alors que les relations entre
hypoxie et angiogenése tumorale sont bien connues, peu de données sont
actuellement disponibles sur les régulations de la lymphangiogenese induite par
I'hypoxie.
Bien que des études corrélatives aient montré un lien entre I’lhypoxie et I'expression
de VEGF-C notamment dans le cadre du cancer [190, 191], aucune régulation
induite par '’hypoxie n’a pu jusque-la étre identifiée pour ce facteur. Par ailleurs, le
géne du VEGF-C ne comporte pas d’élément HRE ce qui élimine I'hypothése d’'une
régulation transcriptionnelle classique activée par le facteur HIF1-a.
Etant donné I'importance de la lymphangiogenése tumorale pour la dissémination
métastatique et donc son impact sur le pronostic de survie des patients il est
nécessaire de résoudre I'énigme d’une induction du VEGF-C par I'hypoxie et donc
d’identifier les mécanismes permettant une traduction des ARNm malgré le blocage
de la traduction coiffe-dépendante provoqué par I'hypoxie.
Des éléments IRES ayant d’ores et déja été identifiés sur TARNm d’'un autre membre
de la famille des VEGFs, le VEGF-A, cette étude a pour but de décrire les relations
existantes entre éléments IRES, régulation de I'expression du VEGF-C et hypoxie

dans plusieurs modéles tumoraux murins. Ces analyses porteront a la fois sur la
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tumeur primaire et sur les cellules tumorales métastatiques et détailleront également

le rle de HIF-1a dans la régulation de I'expression du VEGF-C.
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B. Résultats
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SUMMARY

Various tumors metastasize via lymph vessels and
lymph nodes to distant organs. Even though tumors
are hypoxic, the mechanisms of how hypoxia regu-
lates lymphangiogenesis remain poorly character-
ized. Here, we show that hypoxia reduced vascular
endothelial growth factor C (VEGF-C) transcription
and cap-dependent translation via the upregulation
of hypophosphorylated 4E-binding protein 1 (4E-
BP1). However, initiation of VEGF-C translation
was induced by hypoxia through an internal ribo-
some entry site (IRES)-dependent mechanism.
IRES-dependent VEGF-C translation was indepen-
dent of hypoxia-inducible factor 1o (HIF-1%)
signaling. Notably, the VEGF-C IRES activity was
higher in metastasizing tumor cells in lymph nodes
than in primary tumors, most likely because lymph
vessels in these lymph nodes were severely
hypoxic. Overall, this transcription-independent
but translation-dependent upregulation of VEGF-C
in hypoxia stimulates lymphangiogenesis in tumors
and lymph nodes and may contribute to lymphatic
metastasis.

INTRODUCTION

The lymphatic vasculature consists of a network of lymph ves-
sels that drain interstitial fluid from tissues and return it to the
blood, It is also essential for immune survelllance. However,
increased lymphangiogenesis also contributes to fumor metas-
tasis and various inflammatory disezases, while insufficient lymph

G) Crosthdnl

vessel growth or dystunction causes lymphedema (\besohl and
Christarorl, 2017 Altals, 2011, Bannal &t al . Z003; Christiansen
snd Detmar, 2011 Maninez-Corral 2nd Makinen, 201 5), Block-
ing lymphangiogenesis may offer therapeutic benefit to limit
tumor spread.

Hypoxia promotes the growth of blood vesssls {angiogen-
esis), but only limted data are avallable on whether and how
hypoxia regulates lymphangiogenesis. Nevertheless, lymph
vessels are often |located (n remote areas away from oxygen-
carrying blood vessels and do not contain oxygen-carrying
red blood cells, they are thus exposed to a milieu with very
low oxygen levels (Guzy 2t al, 2008, lvanovic. 2004). Some
correlative studies suggest a link among tumor hypoxia, the
hypoxia-inducible transeription factor HIF-1%, and lymphangio-
genesis (Schoppmann et al, 2008, T=o o &l 20086). Another
study reported that HIF-12 promotes lymphatic metastasis
by transcriptional activation of the lymphangiogenic factor
platelet derived growth factor B (Schite =t &l 20712) HIF-1=
also stimulates transcription of Prox-1, another ymph-angio-
genic factor (Zrou et =L, 2013, However, whether hypaxia
signaling (and in particular HIF-12) regulates the expression
of vascular endothelial growth tactor C (VEGF-C), one of the
key lymphangiogenic factors (Alfzle and Detmar, 2012), re-
mains unknown. Only a single report documented an associa-
tive correlation between HIF-12 and VEGF-C in cancer (Lizng
gt =, 2008} It is also unknown whether VEGF-C expression
in hypoxic condltions relies on transcriptional or translational
mechanisms:

When cells are exposed to low oxygen levels, they
suppress general protein synthesis in order to save energy
{h=alin and Ratelitta, 2008, Majmundar 2t al., 2010; Maxwsl|
2005 =amenza, 2012 Hypoxia [nhibits mRNA translation
by affecting the activity of two kinases, mTOR and PERK
(Larsson et 51, 2013; Slvera and Schneider, 2008). Inactivation
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of mTOR results in hypophosphonyation of elF4E-binding
proteins (4E-BP), which promotes the sequestering of
elF4E, a factor necessary for cap-dependent translation
(Martinesu et al., 2013; Richter and Sonenberg, 2005). Hypoxic
activation of PERK is mediated by the unfolded protein
response and inhibits translation by phosphonyating the
translation intiation factor elF2-a (Koumenis and Wouters.
2006).

Other mRNAs are translated in hypoxic condtions by an
alternative mechanism, mediated by intemal ribosome entry
sites {IRESs} located in their 5 UTRs, which allows the ribo-
some to be recruited to a site that is at a considerable distance

from the cap structure, most frequerntly in the presence of

trans-acting factors (Spriggs et al, 2008; Vagner =t al,, 2001).
Many cellular mRNAs have now been documented to contain
IRESs. The majority of identified |RESs are found in mRNAs of
proteins that are associated with the control ‘of cell growth
and death, including growth factors, proto-oncogenes and pro-
teins required for apoptosis (Bushell et al, 2004). |RES. ele-
ments have also been identified in VEGF-A and fibroblast
growth factor 2 mRNA sequences and are activated by hypoxia
to stimulate angiogenesis (Homes et al., 2007). However, since
it is unknown it IRES-dependent expression of VEGF-C in hyp-
oxic conditions regulates lymphangiogenesis, we characterized
IRES-dependent induction of VEGF-C in hypoxic tumaors and
lymph nodes.
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Figure 1. Expression Levels of VEGF-C and
4E-BP1 in Breast Tumor Specimens

A-F) Immunastaining of VEGF-C in human spac-
means of healthy breast tissue {A), mvasive breast
canoer (B and C), and in healthy (D) and metasta-
szed (E and F) lymph nodes. {C) and {F) shaw
larger magnification of tha framad araa of B) and

{E), respectively.

{G-J) Immunpstaining of 4E-BP1 m human haaithy
breast spthetum (G), invasive breast cancer (H),
=nd normal §) and metastasized (J) iymph nodss.
Scala barrepresents50umiA, B, G, and H),25um
{C and F}, and 250 jam (D, E, |, and J).

RESULTS

Coexpression of VEGF-C and 4E-
BP1in Tumor Cells

We examined by immunohistochemistry
(IHC} the expression levels of VEGF-C in
human healthy breast specimens, tumor
biopsies of invasive ductal carcinomas,
and draining metastatic lymph nodes.
Fifteen tumor biopsy specimens and their
sentinel nodes were analyzed. Immunore-
active VEGF-C levels were moderate in
healthy tissues but elevated in tumor
samples (Flgures 1A-1C). VEGF-C was
undetectable in healthy lymph nodes but
upregulated in metastatic tumor cells in
lymph nodes (Figur=s 1D-1F).

Notably, 4E-BP1, a negative regulator of cap-dependent
mANA translation, was overexpressed in tumors and metastatic
lymph nodes as compared to healthy epithelium and noninvaded
ymph nodes (Foures 1G-1J). Since overexpression of 4E-
BP1 inhibits cap-dependent translation induced by hypoxia in
tumors (Braunsiein et al, 2007), these findings raised the
question whether VEGF-C translation in tumors and metastatic
lymph nodes relied on a cap-independent regulation of VEGF-C
translation.

VEGF-C mRNA Is Reduced while VEGF-C Protein Is
Increased in Tumors

We used three different mouse tumor models known to induce
lymphangiogenesis and to metastasize via lymph vessels:
Capan-1, a xenograft of human pancreatic adenocarcinoma;
4T1, an orthotopic syngeneic mouse model of metastatic breast
cancer; and a syngeneic subcutaneous model of Lewis lung
carcinoma {LLC) (D=er &t al., 2010, Gamy-Susini et al, 2010,
Pulaski and Ostrand-Rosenberg, 2001). When studying the
expression of VEGF-C in primary tumor extracts during tumor
progression, we found that VEGF-C mRNA levels were
decreased (I-lguies 2A-2C), while human VEGF-C protein levels
were increased in the three tumor cell types, as observed by
a human VEGF-C-specific ELISA (Figure 2D} and by immuno-
blotting (Fiaures 2E and 2F). These data suggested that induc-
tion of VEGF-C expression occurred via a posttranscriptional
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Figure 2 Tumor Lymphanglogenesis Cor-
relatas with Posttranscriptional Induction
of VEGF-C In Vivo

{A-C) Quantitatnva RT-PCR gRT-PCR) of VEGF-C
mANAiInCapan-1 pancraatic (A4), LLC{B), and 4T
breast (C) tumors shows a decrease of VEGF-C
transcopt levels dunng tumor grawth (mean <
SEM:n=8-10;"p < 0.007).

(D), ELISA anatysis showing ncreased VEGF-C
proter; levels durng Capan-! tumar growih
{m=ean =« SEM;n =5, "p = 0.001).

{E and Fj Immuncbiot of VEGF-G, 4E-BP1, and
elF22 and phosghorylated elF2z (pelf2Z) o
Capan-1 pancreatic, LLC, and 471 breast
tumers, showing an merease n VEGF-C protein

4E-8P1

pelf2a

==+

0 07515 0

07515

levels, associated with noreased expression and
dephospnorylabion of 4E-BP1 arxt with morsased
phosphoryiaban of alF 22 when comparing day 4
(Capan-1, 4T1) or day 21 (LLC) with day 7 tumar
proten extracts. Quantification by densitomatry &=
shown m (F). Relative levels are nomaized to
Ji-tubuin WVEGF-C, hypophosphonylated 4E-BP1)
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*
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o Gay /

retative profe e et
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or toeiF2z (peiF2%) {maan = SEM;n=8-10:"p «
005 %p < 0.01, *'p <0.00).

.oy o {G-1) Immunostaning for LYVE-Y {red) damen-

strating  mereased fymphangiogenasE  duning

Capan-i pancraatic (GandH), 4T1 oreast (land J),
and LLC {K and L) growth. Nuclei are visualzed by
DAP| staning (blus):

(M-} Mophometric guantification of tumor ym-
phatic vesssl| area (% of fumor area) m Capan-l
{M), AT1 (N}, and LLC {O) tumars {mean = SEM;
n==8-10;"p< 0.0%),

Scale bar represents 50 um G-L)
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total 4E-BP1 protein levels increased and
4E-BP1 became increasingly hypophos-
phorylated, as evidenced by the shift ta
a lower molecular weight (Foures 2E
and 2F)., We also analyzed elF2% phos-
phorylation using antibodies recognizing
phosphorylated and total elF2z, as
elF2x phosphorylation downregulates

mechanism. Use of murine VEGF-C-specific primers in the
human Capan-1 tumor model revealed that stromal cells did
not compensate for the reduced human VEGF-C mRNA levels
by upregulating murine VEGF-C transcript levels (Figus S1).
Staining for the lymphatic endothelial cell marker LYVE-1 com-
plemented with guantification of lymph vessel area showed
that lymphangiogenesis increased during tumor progression
(Friauras 2G-20), in agreement with the enhanced VEGFC pro-
tein levels.

We studied the phosphorylation status of 4E-BP1 by immu-
noblotting. 4E-BP1 can be hypophosphorylated (designated
a-form) ar hyperphosphorylated (designated p and y forms). In
its hypophosphorylated state, 4E-BP1 inhibits cap-dependent
translation intiation by sequestering elF-4E (Martineau ot al
2013, Rishier and Sonesnberg, 2005). During tumor progression,
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protein synthesis in various stress condi-

tions, including hypoxia (Koumenis and
Waoutzrs, 2008), Notably, phosphorylated elF2z (p-elF24) levels
Increased during tumor progression (Fioures ZE and 2F). Thus,
decreased VEGF-C mRNA and increased VEGF-C protein levels,
together with the decrease of global transiation initiation in
tumors mediated by 4E-BP and elF2%, suggested a stress-spe-
cific mechanism of regulation of VEGF-C translation, such as an
IRES-dependent translation process.

Structure Probing of the 5 UTR mANA of VEGF-C

We therefore explored if VEGF-C might be translated via IRES-
dependent regulation. In order to analyze if the 5’ UTRs of the
human and murine VEGF-C contained conserved structural
features, the secondary structures of both RNAs were studied
by using "selective 2'-hydroxyl acylation analyzed by primer
extension” (SHAPE) analysis to obtain information on the RNA
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A VEGF-C 5' UTR sequence alignment
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Figure 3. VEGF-C mRANA Contains an IRES Element Activated during Tumor Growth
{A) Sequance aignment of tha murne and human VEGF-C & UTR saquances. A color cods isused for each nucleotide: guanine {oranga), adenme (grean), undine
{red), and cytosine {plus). Thres stretches of nucisotidas are highly conserved betwsen the two RNA sequences: motif 1 fight bius), motif 2 fiight orangs), and
motif 3 fight green).
(B) Quantification of the SHAPE analyeis (sse ths Expan mani! Procadures)1s shown for the consenvad nucieotides of motif 3 of the human forangs) and murnine
{red) &' UTRs, showing very similar reactivity pattems.
{0) Putative sacondary structure of the muring 5 UTR of VEGF-C mBNA, as pradicted on the basis of the ribose reactivities toward SHAPE arid the reactivities of
adenines at N1 and cytosines at N3 toward DMS. For each nucieotide, the level of reactivity toward SHAPE s mdicated m red, yellow, or black font character for
strang, medium, or weak reactinty, respectively. Tha cleavage stes inducad by rbonucieasaes V1, T1, or T2 are indicated by amows. Matifs 2 and 3 are color-
coded asin (A
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secondary structure at single nucleotide resolution. SHAPE
takes advantage of the fact that only flexible nucleotides are
reactive toward hydroxyl-selective electrophiles, whereéas con-
strained nucleotides are unreactive, We used as chemical prob-
ing reagents benzoy| cyanide in order to provide intormation on
the flexibility of each ribose (Maortimar and Wesks, 2008) and
dimethy| sultate (DMS), which methylates single-stranded cyto-
sines at N3 and adenines at N1 {Hgure S2A) To footprint and
probe the RNA structure, we also took advantage of the enzy-
matic cleavage by RNase T1 (which cleaves single-stranded
ANA after unpaired guanines residues), RNase T2 (cleaving
single-stranded RNA after unpaired nucleotides with a prefer-
ence for adenines), and RNase V1 (cleaving base-paired nucleo-
tide residues in a non-sequence-specific mannar) (Faure S2A)

This analysis revealed that the §' UTRs were highly structured
because of a high GC content (Fidwes A and 3B; Fraums S0A
and 52B). However, the concomitant presence of RNase V1
cleavages and of single-strand specific cuts, together with the
sensitivity to madifications by DMS in the SHAPE analysis, sug-
gested that these ANAs do not told into a unigue tixed structure
but are gble to adopt alternative conformations at equilibrium.
Nevertheless, based on the quantiication of the DMS and
SHAPE reactivities, the most representative of the putative sec-
ondary structures of the murine 5" UTR is shown in Figure 5C.
Using sequence alignmert, we observed three highly conserved
regions between the human and murine 5 UTRs (Flaure SA),
Interestingly, SHAPE analysis revealed that two of these motifs
adopted the same structure, since the reactivity pattern of the
conserved residues was nearly identical (Foura 5B; Fuure S2B).
These motits, located at the same distance from the initiation
codon in human and murine RNAs, might be approprate for
binding of trams-acting tactor(s) necessary to activate |RES-
dependent transiation.

The 5 UTH of VEQF-C Exhibits IRES Activity

We then explored if the putative IRES sequences in the human
and murine 5" UTR of the VEGF-C mRNAs were transiationally
active and cloned these sequences in 2 double |uciferase bicis-
tranic vector (Figure 3D) (Creancier at 2l 2000). In this vector,
the first Renilla luciferase (LucR) cistron is translated by a cap-
dependent mechanism, while the second firefly luciferase
{LucF} cistron can be translated only if an IRES s present
between the two cistrons. We used bicistronic vectors contain-
ing the encephalomyocarditis virus (EMCV) IRES sequence since
it is not or only minimally regulated In mammalian cells, and we
also used the VEGF-A IRES since it Is activated by hypoxia
(Barmes & 2l 2007) (the VEGF-A data are discussed below),
An empty control bicistronic vector, containing a sequence
without | RES activity between the two cistrons, was inactive (' 13

Lee 205 Flgure S2C). Control RT-PCR analysis showed that both
proteins were translated from a single mRNA transeript, since
comparable amounts of LucR and LucF mRNA were measured
(Fiaures SE and 3F), indicating that a cryptic promoter or splicing
evert did not influence the results (Marineau el &l 2004).

To quantify the IRES activity in human and murineg VEGF-C
5' UTR sequences in vivo, Capan-1, 4T1, and LLC tumeor cells
were transduced with the bicistronic lentiviral vectors and in-
jected subcutaneously (Gapan-1, LLC) or orthotopically in the
mammary fat pad (471). We used the human VEGF-C & UTR
for the human cell line (Capan-1) and the murine VEGF-C
5 UTR for the murine cell lines (471, LLC). Transduction ot the
bicistronic vector did not affect tumaor growth (fFguwes S20 and
SZE). The VEGF-C IHES activity was quantified by measuring
the LucF/LucR ratio as a parameter of the relative contribution
of IRES-dependent versus cap-dependent translation after 7,
14, and 21 days. The IRES activity levels at day 14 and 21
were expressed relative to the IRES activity at day 7. These ex-
periments revealed an IRES activity for both human and murine
VEGF-C 5 UTRs (Fiaurss 3G and 3H). Furthermore, this IRES
activity increased during tumor progression, especially in breast
and lung tumors, while the EMCV IRES zctivity changed only
minimally in 4T1 tumors (1.68-fold), e.q., less than the VEGF-C
IRES activity in these tumars (3.75-fold).

The VEGF-C IRES Activity Is Higher in Metastatic Lymph
Nodeos

Analysis of the LYVE-1-positive lymphatic area In Capan-1, 471,
and LLC tumors showed that lymphangiogenesis in lymph nodes
was minimal at 3 days after inoculation but progressively
increased from 7 days onward (Fijures 2A-4d). This raised the
question whether VEGF-C protein synthesis was increased in
metastatic lymph nodes. However, substantial numbers of met-
astatic cytokeratin-positive tumaor cells were detected indraining
lymph nodes of Capan-1 and 4T1 tumars only from 14 days
onward and of LLC tumors only from 21 days onward, i.e., later
than the first signs of increased lymphangiogenesis in metastatic
lymph nodes (Fiaur=s 4K-4N). Previous reports already docu-
mented that lymph node lymphangiogenesis precedes lymph
node metastasis, presumably because primary tumors release
VEGF-C in the lymph fHuid of efferent Iymphatics (Hirakawa
2009}

We also explored whether tumor cells might upregulate
VEGF-C production to higher levels, once they had intravasated
and tmveled through lymph vessels to the lymph node, and
theretare analyzed the VEGF-C IRES activity in draining lymph
nodes to which tumor éells mietastasized. In order to compars
the IRES activity in tumors and metastatic ymph nodes, the
firefiy/Renilla luciferase ratio in each tumor type was normalized

L) Scnematic reprasentation of the Bicsironc exresson cassettas subcianed m lentvectors, encoding two uciferase repartars that ae translated by cap-
depentdant trandatian {Renilla uoterass) or by IRES-dapendent transiation (fiwefly fucilerass). IRESs used ars tha munne and ruman VEGF-C & UTR, the human
VEGF-A IRES, as wall as the vral EMCV |RES (EMCV) and ashort sequance devoid of IRES 3= positve ard nagative controls, respectively.

{E ard F) mBNA exorassian anatyss of fisfly wolemse (LucfF) and Renile luclarsse (Luch) by gRT-FCH an calis tranaduced with the beistronc lentvector
contaning numan (E) ar munne F) VEGF-C 5' UTR, rewealing comparatils exprazsion of LucR and LucF mRNA, suggesting transcoption of a sagle mRNA

fmesn = SEM: n=6:p =N5).

1G and H) In vvo VEGF-C (Gl and EMCV (H) IRES actaty m Capan-1,4T1, and LLT tumdrs (valuas aee relative to day 7 mean = SEM; n = 8-10; "p < 0.01).

Ses also Fouws 52,
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Figura 4. VEGF-C IRES Activity Is Higher in Metastatic Tumor Cells in the Lymph Node

{A=]) Staning for LYVE-1 (red) and nuciei {DAPI, blus) at day 3{A-C), 7 {D-F)and ¥4 {Gand H) ar 21 (I} revealed that ymphangiogenass progresswvaly moreasadn
tumor-drainmng fymph nodes m Capan-1; 4T, and LLC tumors: Dashed knes denote the border of the tissue.

(J) Quantification of ymphatic vesselaraa in {ymph node (mean = SEM; n= 8-10; 'p < 0.05, “'p < 0.007).

(K-M) Staining for cytokeratin (groen, see arrowhaads) and nucie! {DAPL blue) revealad metast atic disseminationto iymph node of Capan-1, 4T1 and LLC tumors,

Dashed ines denata the border of the tissue.

{N Quantification of metastasis positive Iymph nodes (mean « SEM; n=8-10;""p <0.001).
{Q) In.viva VEGF-C- and EMCV-RES activity in matastatic iymph nodes of Capan-1, 4T1, and LLC tumors at 14, 4, and 21 days, respactively (values are
aexpressed ralative to the respective value n the tumor; mean « SEM; n =8-10; "p < 0.01).

Scale bar reprasents 50 um @f).

to the value of 1, both for the EMCV and VEGF-C IRES, and the
IRES activities in the lymph nodes were expressed as a fold
induction over the IRES activity in the tumor, This analysis re-
vealed that compared to primary tumors, the VEGF-C IRES
activity in metastatic lymph nodes was 5-, 7-, and 18-fold higher
in the Capan-1, 4T1, and LLC tumor models at 14, 14, and
21 days after tumor inoculation, respectively, while the EMCV
IRES activity was not affected (Figure 40). These findings sug-
gested that the lymphatic milieu influenced VEGF-C translation
in tumor cells:

Lymph Vessels Are Hypoxic and Develop Nearby Hypoxic
Tumor Cells

We then sought to determine why the tymphatic milieu enhanced
the VEGF-C |IRES actwity in metastatic tumor cells. Since lym-
phatics are known to be hypoxic (Guzy &t al, 2008, |y

4 NOYIG,
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20089) and IRES elements are activated in cellular stress condi-
tions such as hypox;a (Braunstein et a1, 2007; Komar z2nd Hatzo-
glow, 2014 st al, 2001, Sachs

2003; Silve

Schneider, 2009; Spri =t al, 2010; Vagner etal,, 2
explored whether hypox;a affected |IRES-dependent mlhatlon
of translation of VEGF-C. We first explored z possible link
between hypoxia and lymphatic development and therefore
double stained tumors for the hypoxyprobe pimonidazole and
the lymphatic markers LYVE-1 or podoplanin. Already at an early
stage of tumor development (in <5 mm® tumors), the pancreas,
breast, and lung cancer models contained hypoxic regions,
which became more widespread and stained mare strongly after
2weeks (Fgures SA-5C). Immunoblotting for HIF-12 confirmed
activation of thls hypoxia-inducible transcription factor {Fig
ure 5D). In all cancer models, lymph vessels developed in prox-
imity of hypoxic tumor cell clusters (Fioures SE-5G). Unlike blood
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Figure 5 Tumor VEGF-C Levels Are
Increased in Mypoxc Zones

{A=C) Immunodetection of hypoxic areas fhypo-
xyprobe, brown) in Capan-1 fumors mvealed few
=mall hypoxic areas at eary time pomnts (A, day 7),
which bacame more sbundant by 14 days after
miection (B). Amowheads indicate pimonidazole
adduct (PIMO)-positive hypoxic areas. Quantfi-
cation of PIMO™ arga is shown 0 {C) (maan = SEM;
n=10; "p <0.001),

{0V Immunobiot for HIF-12 n Capan-1 tumors

0
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showing stablzation of the protein in vive. Nommal
healthy skin was used as coniral. Densitomeatnc
quantification & shown (mean « SBM; n=5;""p<
0.001). ctsl, contral.

(E=G) Staining for LYVE-1 (green, see arowheads)
reveaging the presance of iymphatic vessals ciose
ta hypaxic areas fhypoxyprobe PIMO], brown) m
Capan-1 {E), 471 {F), and LLC{G) tumors,

{H-J) Stainng of Capan-1 tumor for LYVE-
(green, arrowhead) and hypoxyprobe  (PIMO,
brown) reveated hypoxic ymph vesseis, Marged
image is shown n (1.

Scaleharreprasants 50 um (A and B), 50 um [E-G),
25 ym H-J). See also S e 5S4

translation (Fiaues &) and 6K). In
Capan-1 cells, VEGF-C protein levels
were comparable in hypoxic conditions,
though 4E-BP1 dephosphorylation was

endothelial cells, lymphatic endothelial cells also stained posi-
tively for pimonidazole, indicating thatlymph vessels are hypoxic
(Froures SH-8J; Figures S3A-S3F).

Hypoxia Induces VEGF-C Expression by a
Nontranscriptional Mechanism

We then studied the regulation of |IRES-dependent VEGF-C
translation by hypoxia. Immunostaining revealed that VEGF-C
and LucF were expressed predominantly in pimonidazole-posi-
tive hypoxic tumor areas in vivo (Figures SA-6F). To study the
effect ot hypoxia on VEGF-C expression in vitro, we exposed
LLC, Capan-1, or4T1tumor cells to 1% oxygen orto cobalt chlo-
ride (CoCly), known to activaté hypoxia signaling. Hypoxia
reduced VEGF-C mRNA levels in LLC and 471 cells while not
affecting tts levels in Capan-1 cells {Fiaures 5G-61). In LLC and
471 cells, hypoxia increased the protein levels of VEGF-C and
of hypophosphorylated 4E-BP1, suggesting increased VEGF-C
production despite a decrease in cap-dependent initiation of
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increased, suggesting that the reduced
cap-dependent initiation of VEGF-C
translation was balanced off by an in-
crease in IRES-dependent initiation of
VEGF-C translation (Flaures &) and 6K).
In each cell line, elF2z phosphorylation
was increased by hypoxia, suggesting
that hypoxia downregulated global
mRANA translation (Figures 5 and BK).
Since hypoxia increased the VEGF-C
IRES =activity in all human and murine
tumor lines (also in the Capan-1 cells, in which VEGF-C levels
did not increase} (Fuaures 5L-6N}, hypoxia thus induced a switch
from cap-dependent to IRES-dependent intiation of VEGF-C
translation. Similar results were obtained when we used CoCl,
{Faure 60). Phosphorylation of elF2« inhibits the EMCV IRES
activity (Saniz et &l , 2013} and the increased elF2x phosphoryla-
tion levels might thus be responsible for the inhibition of the
EMCV IRES activity in hypoxia, while the variable EMCV IRES
activity in hypoxia in distinct tumor cell lines likely reflects cell-
type-dependent regulation of this IRES activity, which has
been recognized previously (Pllipanka sl &l 2000),

The VEGF-C IRES Activity Is Reduced in More
Oxygenated Tumors

We then explored whether tumor oxygen levels in viva infiu-
enced the switch between cap-dependent VEGF-C translation
(in oxygenated conditions) versus IRES-dependent VEGF-C
translation (in hypoxic conditions). We therefore used prolyl
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Figure 6. Hypoxia Induces VEGF-C-IRES Activity In Vitro

{A-C) Staining for VEGF-C {rad) and hypaxyprobe [PIMO. hrown revesled VEGF-C colocalization [avows) in hypoxic areas in Capan-144), 4T1 (B), and LLG )
tumors. Dashed Enes denote more hypoxic from more narmoxic zones.

{D-F) Stasng for firs fiy lucferase [LucF, red) and hypaxyproba (PIMO, brown) revealed IRES-dependent luciferase translation {amows) primarily inhypoxic areas
in Capan-1 (D), 4T {E), and LLC {F) tumors. Dashed Ines denate mare hypoxic fram mare normaxic zones.

{G-1 gRT-PCR for VEGF-C showing raduced mRNA levels in hypoxic conditions i LLG {G) and 4T+ ({) tumor calis, but niot in Capan-1 tumor calls (H) jmean =
SEM:n=9,p <0001 mnl;:#p=0.05n G;p =NSinH).

(J and K} Immunoblot of VEGF43, 4E-BP1, afF 22, and phosphonyiated elF2+4 {p-efF22) i Capan-1, LLC, or 4T1 turor cells, cufturad in normaxia or hypaxia
(1% Q). Quantfication by denstometry i shown in{K). Relativa levels 2ra narmalized to [5-tubuin (VEGF-C. hyponhosphorylated 4E-BP1) orto aiF2« {p-2iF24)
{meEn = SEM; n=3-5; 'p <0.05, “p <0.01),

(L-N) VEGF-C- and EMCV |IRES activity under normaoxic and hypoxic conditions {1% O.) m Capan-1 (1), 4T1 {M), and LLG (N) tumar calisin vitro {values are
axpressed ralative to the respective normoxia condition; mean « 8EM:n = & ‘p < 0,07 versus normoxia).

(0) VEGF-C- and EMCV IRES activity |n control and CoCl: conditions in Capan-1 and LLC cals m vitro {values are expressed reiative ta the respective cantrols;

mean = SEM; n=5;p < 0.01).
Scala bar repeasents 50 pm {A-F). ctrd, cantrol.

hydroxylase domain protein-2 (PHD2)'! mice, in which tumor
hypoxia is reduced because ot normalization of tumor blood
vessels and improved tumor vessel perfusion (Vlzz=on= & al,
2009), hypothesizing that the VEGF-C IRES activity would be
reduced in these mice. We thus implanted bicistronic luciferase
vector-transduced LCC tumor cells in wild-type (WT) and
PHD2"  mice. Tumor growth of cancer cells, transduced
with VEGF-C- or EMCV-IRES vectors, was comparable in WT
and PHD2' mice (Flaws 544}, consistent with reports that
PHD2 haplodeficiency did not affect tumor growth (Mzzzane
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el &l 2009). Also, staining for the hypoxia marker pimonidazole
demonstrated that hypoxia levels were lower in EMCV IRES-
and VEGF-C |RES-expressing tumors in PHD2"  mice than
in WT mice (Figures 7A, 7D, and 7G).

Compared to tumors in WT mice. tumors in PHD2*" mice had
similarVEGF-C immunareactive protein levels, which colocalized
in part with the pimonidazole-positive hypoxic regions, showing
that both normoxic and hypoxic tumor cells produced VEGF-C
(Fauwes 7B, 7C, 7E, 7F, and 7H). Immunoblotting confirmed
these findings (Figure S4B). However, a reduced fraction of
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A-F) Immunastainng for hypoxyprote {pemensda-
zole, grean) and VEGF-C (rad) m LLC tumars nwid-
. type (WT) {A-C) and PHD2 " mice {D-F).

{G) Quantification of pmonidazola-postve pxel
derzty in tumors transduced with EMCV- o
VEGF-C IRES Mciferasse constructs showed a

;

VEGF-L

5

7

—/ — PHO2

VEGF-C posive

Fowels | fukd (x70°)

dacrease n hypaxa i PHD2Y mice {maan = SEM;
n=5;'p<0.05.

{H) Quantfication of VEGF-C-positive pixel density
! in tumaors transduced with EMCV- or VEGF-C IRES
lucifarasa lentivectar constructs revealing no differ-
ancas (mean « SEM; n=8-10;p =NS).

' (-0) Stainng for fwefiy ucierasa (LucF, red)
WT & and Hypoxyorobe {pimonidazoks, green) revealed
BV reduced VEGF-C IRES-dependent transiation m

!

= =

[
(=7

T 1T

—r— PHD2
LucF postve
[

PRI 7 ekt (k10

5+

[+]
PHO2

LLC-bearing PHD2" - mics {L-N) as comparad to
WT mice {I-K). Quantification of LucF-positive pixel
density is shown n (O) confrming e decreass in
lucsfarase signal for VESF-C-IRES, which was not
sean with the EMCV contro! IRES §mean = SEM;
n=8-10;"p < 0.01),

{P-R) Mirographs of LLC tumor sectons m
PHD2" ~ mice, stanad for LYVE-1 {gresn) and ny-
poxyrrobe (PIMO, brown), revesing thal ymph
vessels were hypoxic i ihis model.

WT -
BEMCY

w|— FHD

NOIMoexs nypoxa

-

w

.
HIF-1a

L)

-

-

!

F Luch ratox 1079

{-tubuin -

o
aHIF - - 4
siScramble - v

VEGF-C) (i
W
VEGF-L 1RES acuyy ™

sHIF - - 4
sScramide - -

T [LETS

Z
>

l II o

S) Immunoniot of VEGF-C or HIF-12 in iysates of
Capan-1 celts ncubated in normoxia or hypoxiaand
traated with or without siRNA against HIF-12 {siHiF)
or a scrambled sIRNA control (siScrambile). Densi-
tometnc quantification & shown 1 the granh {right)
{mean = SEM; n =4; ‘p< 0.09):

(T) VEGF-C IRES actwity in Capan-1 cell nesn vitra
ncubated under normoxia o hypoxia ard treated
with arwithout sRNA aganst HIF-12 or ascramblad

sHIF siScrame SRNA confrol fmaan = SEM; n = 5; **p < 0.001).

[~
=

)
q
)

i

-1

5 o
3
2

d 8 8§

o
ocomectedior 188

- & a4

VEGF-A mRNA lave!

1.

WT +- WI -
EMCV  VEGF-A

(LocFLuaR a0}

o
NoMmMona rypoKa

[
PHD2

VEGF-AIRES actviy

day 7 oay 4

{U) VEGF-A IRES activity m Capan-1 tumors 0 vivo
revesling meoraased IRES actvity with tumor pro-
oression {maan = SEM; n= 8§-10; "p < 0.005).

) Quantification of staning for fwafly lcierass
{LucF)revealed that VEGF-A IRES activty was lowsr
NLLG tumors nPHDR™  mica than in WT mice. The
actwity of EMCV IRES was not affectad fmean =
SEM; n=8;"p < 0.07). Nota: since thedatashownm
Egus Wand FoJis 70wers generated n the same

uc

e

a

oA

oorfeQiEd Yor 188
e o

il

IMoRNG  MpoXJa

VEGF-A mRMA leved P8

VEGF-C was translated via IRES-dependent mechanisms in the
more oxygenated tumors of PHD2' mice. Indeed, when double
staining for pimonidazole and firetly |uciferase (LucF), VEGF-C
IRES-expressing tumors in PHD2'' mice had reduced Luck
but increased LucR levels (Figures 71-70; Figures S4C and
$4D), indicatingthat the VEGF-C IRES activity wasreduced while
cap-dependent translation Initiation was increased. VEGF-C
IRES-dependent translation of LucF was only detected in the
residual hypoxic tumor zones in PHD2"  mice (Floures 7L-
7N). Interestingly, even though overall tumor oxygenation in
PHD2' " mice was improved because of blood vessel normaliza-
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axpanmeants, the EMCV control data are the sama.
{W.and X) qRT-PCR for VEGF-A showing increased
mANA levels n hypaxic conditions m Capan-1 (C)
and LLC {D) tumor cals m vitro (mean = SEM; n=86:
‘p < 0,05).

Scale bar represants 50 im{alf. Sesalso F o= 51

tion, lymph vessels remained immunoreactive for the hypoxyp-
robe pimonidazole in tumors of PHD2' mice (Figurss TP-7R).
Thus, IRES-dependent VEGHC trmanslation was reduced in
more oxygenated tumors of PHD2"  mice, confirming the regu-
lation of the translational switch {cap versus IRES dependence)
by oxygen levels in vivo, That VEGF-C protein levels were not
lowerintumors of PHD2' mice than in WT mice, despite overall
improved oxygenation, may be due to the fact that the oxygena-
tion conditions in tumors of PHD2Y mice were still not
sufficiently improved to completely abrogate |IRES-dependent
VEGF-C translation. In addition, even though HIF-12 levels are
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reduced in more oxygenated tumors of PHD2' mice (Mazzone
sl 21 2004), the residual HIF-12 levels may still promote cap-
dependent translation, since HIF-12 induces the transcription
of the cap-binding factor el F-4E (| & 2|, 2043).

HIF-1 x-Independent Hypoxic induction of VEGF-C
Synthesis

To explore if VEGF-C protein production in hypoxic conditions
was HIF dependent, we used a small nterfering RNA (siRNA)
against buman HIF-12{siHIF) to silence HI F- 1z expression, which
reduced HIF-12 protein |evels to neady undetectable levels in
hypoxic Capan-1 tumor cells (Fgure /8). Silencing ot HIF-12
also reduced the expression levels of VEGF-A, phosphoglycerate
kinase (PGK), hexokinase-2, and the glucose transporter
GLUT-1, =l known HIF-1% target genes (I lgurs S4E). Despite
the strong decrease of the HIF-12 levels in hypoxic Capan-1
tumor cells transfected with siHIF (Flaure 78), VEGF-C protein
levelswere maintainedin hypoxic conditions({Fuurs 7S), whiereas
the VEGF-C IRES activity was not affected by HIF-1% silencing
(Figum 7T). Thus, these data suggest that the posttranseriptional
induction of VEGF-C via IRES was independent of HIF-14.

Regulation of VEGF-A Expression by Hypoxia

For reasons of companson, we also studied the relative impor-
tance of the cap-dependent versus |IRES -dependent translation
of VEGF-Ain hypoxia. Previous in vitro studies documented that
VEGF-A translation relies on cap-dependent mechanisms in nor-
moxia and on IRES-dependent mechanisms in hypoxia (Bomes
sl 2l 2004). Transgenic mouse lines, expressing reporter genes
under the control of IRESs, also revealed that VEGF-A translation
in ischemic muscle partly depends on the IRES activity (Bomes
a0 2| 2007). However, it is unknown whether IRES-dependent
translation of VEGF-A can also occur in tumors or metastatic
lymph nodes. When tumaor cells, stably transduced with a bicis-

tronic lentiviral vector containing the VEGF-A IRES sequence,

wereinjected invivo, the VEGF-A IRES activity levels were detect-
able and increased during tumor progression (Fiaure 7U). The
VEGF-A IRES activity was sensitive to oxygen levels in tumors
Invivo, since tumors {transduced with lentiviral bicistronic vectors
containing VEGF-A IRES) had lower VEGF-AIRES activity levels in
PHD2" mice, as revealed by staining for firefly luciferase (Fig-
wa (V). This was not infiuenced by the tumor size, since tumar
growthwas not affected by the PHDZ genatype or type of bicis-
tronic vector (VEGF-A- or EMCV-IRES) (Fljurs S4F).

However, different from VEGF-C, regulation of VEGF-A
expression also relied on transcriptional upregulation in hypoxic
condtions. Indeed, VEGF-A mRNA levels were increased in
tumor cells in hypoxia (Fiaurss W and 7X) and zlso Increzsed
during tumor progression in vivo, both at the protein and mRNA
levels (Fioures =1G-544). Thus, unlike VEGF-A, the expression

of which is upregulated in hypoxia at the transcriptional and

translational level, the expression of VEGF-C in hypaxia is regu-
|ated by translational, but not by transcriptional, mechanisms.

DISCUSSION

We identified a translational regulation of VEGF-C praduction in
hypoxic conditions, both in primary tumors and in (pre)-metasta-
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tic lymph riodes; that is distinct from previously identitied mech-
anisms of how hypoxia stimulates ymphanglogenssis,

Tumor Cells Metastasizing via Hypoxic Lymphatics
Induce VEGF-C

For tumaor cells to spread to distant organs via lymphatics, they
induce lymphangiogenesis. However, since tumors are often
deprived of oxygen and lymphatics are extremely hypoxic
(Gizy at sl 2008, lvanowc, 2000), tumorcells must have mech-
anisms to stimulate lymph vessel growth in hypoxic condtions.
Our findings demonstrate that tumor cells can upregulate
VEGF-C protein levels in hypoxic conditions in vitro and (n vivo
and that lymph vessels grew in and around hypoxic fumor areas,
where VEGF-C was produced. While hypoxia often upregulates
protein levels via HIF-1z-dependent gene transcription, this
study shows that hypoxia augments VEGF-C protein levels via
a HIF-1z-independent effect on VEGF-C IRES-dependent initia-
tion of translation.

Hypoxia Regulates VEGF-C Protein Levels via an
IRES-Dependent Activity

We demanstrate that murine and human VEGF-C mRNAs are
translated by IRES-dependent initiation of translation in hypoxic
tumar areas during tumor development in vivo, Sequence align-
ment revealed that murine and human VEGF-C 5 UTRs share
three highly conserved motifs. Interestingly, probing the RNA
secondary structures by SHAPE analysis showed that two of
these motifs adopt the same two-dimensional structure, since
the reactivity pattem of the conserved residues was nearly
identical. These motifs, located at the same distance from the
intiation codon, might be appropriate for binding of specific -
trans-acting factor(s), necessary to activate |RES-dependent
transiation. Use of a bicistronic vector provided functional evi-
dence that the 5' UTR of murine and human VEGF-C mRNA
indeed functioned as IRES sequences to Initiate cap-indepen-
dent transiation of the VEGF-C mRNA. Thus, translation of the
VEGF-C mRNA in iormoxia occurs via cap- and/or IRES-depen-
dent mechanisms, In hypoxia, when global translation is sup-
pressed through dephosphorylation of 4E-BP1 and increased
phosphorylation of elF2z, IRES-mediated mRNA translation is
activated, leading to an overall increase in VEGF-C protein
levels.

VEGF-C IRES Activity Is Higher in Lymph Nodes

Previous studies reported that expression of VEGF-C by cancer
cells promotes tumor and lymph node lymphangiogenesis as
well as metastasis (Hirakaws @t ol 2005, 2007). Even before
metastatic tumor cells reach the sentinel lymph nodes, VEGF-C,
released by malignant cells of the primary tumor into the
lymphatic circulation, stimulates lymphangiogenesis in lymph
nodes at a distance (Himkawa et a1, 2005, 2007), Using luaif-
erase reporters of posttransecriptional VEGF-C regulation, we
ohserved that the VEGF-C IRES firetly luciterase activity was
increased in lymph nodes at the time when they were colonized
by metastatic tumor cells. Notably, however, the induction of
the VEGF-C IRES activity was higher in tumor cells that had
metastasized to the lymph nodes than in tumor cells that were
present in the primary tumors. Lymphangiogenesis was alsg



more extensive in metastatic lymph nodes than in primary
tumors. These data indicate that the lymph node milieu stimu-
lates VEGF-C expression. Since lymphatics are highly hypaoxic,
the hypoxic milieu seems to be of key impartance o activate
IRES-dependent VEGF-C translation.

HIF-1%-Independent Regulation of VEGF-C Transiation

in Mypoxia

Hypoxia signaling is well known to stimulate anglogenesis, in
part by promoting HIF-12« dependent transcription of VEGF-A
as well as by stimulating IRES-dependent VEGF-A translation
(Bames st al, 2007; Husz &t sl 2001} In contrast, VEGF-C tran-
seript levels were reduced, yet VEGF-C protein levels wemrs
increased, in hypoxia by switching from cap-dependent to
IRES-dependent VEGF-C translation. Notably, this regulation
seemied to be independent of HIF-1=z, since near-complete
silencing of HIF-12 to levels sufficient to lower HIF-1a target
gene trapscription did not abrogate the hypoxia-induced post-
transcriptional IRES-activated translation of VEGF-C mRNA
and production of VEGF-C protein. Different molecular mecha-
nisms thus evolved to ensure production of VEGF-A and
VEGF-C; two closely related and homologous members of the
VEGF tamily,

Hypexic Lymph Vessels Ensure Lymphangiogenesis in
Cancer

Our findings may also be relevant to understand how tumor
cells have developed mechanisms to ensure spreading via
lymphatics in oxygen-deprived conditions. Lymph vessels are
severely hypoxic, not only because they lack oxygen-carrying
red blood cells, but also because they reside in very hypoxic
regions in tissues and tumars (Guzy et al, 2008, [vanavie,
2009). Buch a hypoxic milieu suppresses cap-dependent
mANA translation of VEGF-C in tumor cells, traveling inside
lymphatics to the lymph nodes. However, by switching to
IRES-dependent imtiation of translation of VEGF-C, tumor
cells can upreguiate the production of this key lymphangio-
genic factor in hypoxis and thereby ensure increased growth
of lymph vessels via which they metastasize. Hence, tumor
cells have adopted mechanisms to stimulate lymphangiogene-
sis when metastasizing through hypoxic lymph vessels and
tymph nodes.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Al human tissus was used under approval from the Human Subscts institu-
tonal Review Board of the Unnveraity of Toubouss |l More detased procsdurss
are destribad 0 Sunpsneiis SapssTaEnlsl Procedues

Tissue Specimens

In total, 35 primary human breast cancer speckmens and thee associated
tymiph nodes ware collectad from peatreatment surgical resections Rangueil
Haspital, Tououse, France). Samiple colecbon was approved by the INSERM
Institutional Review Bosrd [DC-2008-463) and Ressarch State Dapartment
Minstére de Ia Recharchs, ARS, CPP2, authonzation AC-2008-820),

Cell Cultwre

Cali outtura of Capan-1 panceatic carcinoma cele, 4T1 breast carcinoma,
and LLC calls under nonmoxia or hypoxia (1% O, or 300 1M CoCL) was as
dascrbad m the SUptsmeiin Spermanta Procadiles,
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Tumor Studies and | yring
Armimal experiments were conducted in actordanos with recommendatone of
the European Convention for the Protecfion of Vertebrate Animals usad for
expanmentstion and accaording to the INSERM IACUC {France) and the KU
Leuvsn {Bsigium) g:dalnss for laboratory animal husbandry, All anmal
its were approved by the local tranch Inserm Rangueil-Puman of
!he Midi-Pyrénses ethics committes, France (protocol 091037615, or by the
Institutional Animal Care and Research Advisary Committee ofthe KU Leuven,
Leuvan, Baium {protocal PI6&2011). The LLC symgenic tumor madel n
CATBY mice, Capan-1 xanograft modal m NMRI nuda mice, syngenic artho-
topic 4T brveast cercinoma modsl in Balb/c mice; and the colection and
immunahistologicsl anatysie of tumar ard ymph nodes was performed as
detasied n the Sunniemstin Expesrenia Procdues,

RNA and Protein Analysis

SHAPE Analysi=

In-vitro-transcribed ANA was preparad and sub@ctad to SHAPE analysis as
previously descrbed (Melle =l & 2003) (Mopm= and Weses. 201H) and
furthar detaisd in the S npsmantsl Esgermeits Procsduss.

RNA Analysis

Exprassion of humanand muena VEGF-C, VEGF-A, haxokinass ||, Glut1, RGK,
LucR, and LucF was by SYBR green gquantitatve RTPCR (Teue 57) as
described in the Supsmental Expet menta Praosdyres.

Frotein Analysis

VEGF-C protein lewsis i Capan-1 tumor axtracts were messurad by ELISA
(R&D Sy=tems).

Lentivecior Construction and Luciferase Reporter Gene Assay
Cloning of the cDNAs coding human and murine VEGF-C 5' UTR, VEGF-A
5 UTR, and EMCV 5' UTR mnito the bicstronic fentvectors exaressing Benila
luoterase under the cytomegalovinus promoter and firefly luciferass under
the bantro! of the respactive 5 UTR IRES, and cell transduction was as
descrned m the Sunn=enis Sxper renta Poosduss, In vito o ex yvo
luciferase assays on call or tissue tysates were perfarmed usng tha Dual-
Luciferase Assay Systam kit (Promegal.

sIRNA and Cell Transfection

IiRNA-madiated 3 lancing of uman HIF 14 was dons using a pool of s:RNAzas
listed I the SunoeTente Ba=rrenin Poosdurss. Transfection of Capan-1
tals and varification of slancing by snmunabiotiing was as described in the

Sutipenentz Stpeserisisi Parsfises

Statistical Analysis

Al statistical anatysas were pardformed with a twa-taded Student's t tast or
ang-way ANOVA, Al expasments were parformed three tmes, with one
excaption, whera the incidence of metastass «s reported as the average =
SEM of thvee saparats mrnal expermams Al other data presentad are of
one rep

tive exp:
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FIGURE S1: TUMOR LYMPHANGIOGENESIS CORRELATES WITH POST-TRANSCRIPTIOMAL

INnDUCTION OF VEGF-C /v vivo (RELATED TO FIGURE 2)

RT-PCR analysis of murine VEGF-C transcript level in Capan-1 tumors reveals that
stromal cells did not compensate for the reduced human VEGF-C mRNA (mean+SEM;
N=10; *P<0.05).
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A Murine 5' UTR probing analysis
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FIGURE S2: STRUCTURE ANALYSIS OF THE 5 UTRS OF HUMAN AND MURINE VEGF-C mRNAs

(RELATED TO FIGURE 3)

A, Chemical and enzymatic probing of the murine VEGF-C 5 UTR sequence.
Autoradiograms of RNA probing experiments followed by primer extension analyzed on
8% polyacrylamide sequence gels containing 8 M urea, showing the localization of the
chemical modifications performed with dimethylsulfate (DMS) and the enzymatic
cleavages obtained with RNase V1 (V1), RNase T1 (T1), and RNase T2 (T2). DMS, T1
and T2 RNAse treatments detect unpaired nucleotides, whereas V1 RNAse treatment
detects paired or stacked nucleotides. The lanes represent the following conditions: (i)
RNA: control RNA without DMS or enzymes; (ii) RNA EtOH: incubation control where DMS
was replaced by ethanol (EtOH); (iii) RNA sequencing ladders were run in parallel
(U,G,C,A lanes on each gel). The left gel shows the DMS analysis, the middle and right
gels show the enzymatic analysis for the murine 5'UTR downstream and upstream of
nucleotides 160, respectively. B, Quantification of the SHAPE analysis is shown for the
conserved nucleotides of motif 2 of the human (orange) and murine (red) 5’'UTRs, showing
very similar reactivity pattems. C, Levels of LucR/LucF ratio in Capan-1, LLC and 4T1
cells, showing negligible IRES activity of the empty bicistronic vector in comparison to the
ECMV- and VEGF-C IRES activity (mean+SEM; N=3; **p<0.0.5, **p<0.001). D,E, Tumor
growth of Capan-1 (C) and 4T1 (D) cells transduced with EMCV or VEGF-C bicistronic
lentiviral vectors injected subcutaneously (Capan-1) or orthotopically in the mammary fat
pad (4T1) revealed no differences (mean+SEM; N=8-10 p=NS).



— hypoxyprobe ——— ——— podoplanin 1 - merge

piaa . XN
hypoxyprobe

S —

i r—— €D31 —————— merge———

FIGURE S3: LYMPHATICS DEVELOP IN CLOSE PROXIMITY TO HYPOXIC ZONES (RELATED TO

FIGURE 5)

A-F, Immunostaining of Capan-1 tumors for hypoxyprobe (brown) (A,D), podoplanin
(green) (B) and CD31 (red, E) revealing that lymphatics develop in proximity to hypoxic
areas (merged micrographs of hypoxyporbe and podoplanin, C) in contrast to blood
vessels (merged micrographs of hypoxyprobe and CD31, F). Scale bar: 50 pym.
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FIGURE S4: VEGF-C INDUCTION BY HYPOXIA IS TRANSLATIONALLY REGULATED BUT HIF-

10 INDEPENDENT (RELATED TO FIGURE 7)

A, Similar LLC tumor growth of tumor cells transduced with EMCV or VEGF-C bicistronic
lentiviral vectors inoculated in WT or PHD2"" mice (meantSEM; N=8; p=NS). B,
Immunoblot for VEGF-C in extracts of LLC tumors grown in wild type or PHD2* mice,
revealing no difference between genotypes. Densitometric quantification is shown
(meantSEM; N=6; p=NS). C,D, LucR activity in LLC tumors generated with cells
transduced with the EMCV (C) or VEGF-C (D) IRES bicistronic lentivectors, revealing
increased LucR levels (cap-dependent translation) when tumors were grown in PHD2*"
mice (meantSEM; N=8; *p<0.001). E, gRT-PCR analysis of VEGF-A, phosphoglycero-
kinase (PGK), glucose transporter (Glut1) or hexokinase in Capan-1 cells cultured in
normoxia or hypoxia (1% oxygen) with or without transfection with a siRNA against human
HIF-1a (siHIF) or control siRNA (siScramble), showing inhibition of hypoxia-induced gene
expression upon HIF-1a silencing. Mean+SEM; N=3; *p<0.05, **p<0.0.01, ***p<0.01
versus nommoxia (indicated by the lines) or versus hypoxia control (asterisks above the
bars). F, LLC tumor growth of tumor cells transduced with EMCV or VEGF-A bicistronic
lentiviral vectors inoculated into WT or PHD2* mice revealed no differences (mean+SEM;
N=8; p=NS). G,H, Immunostaining for VEGF-A (green) of Capan-1 tumor 7 (E) or 14 (F)
days after inoculation revealing increased VEGF-A protein level. Nuclei were
counterstained with DAPIL. I,J, RT-PCR analysis of human Capan-1 pancreatic tumors
revealing increased VEGF-A transcript level both in tumor () and stromal (J) cells
(meantSEM; N=5; *p<0.01). Scale bar: 50 um (G,H).
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SUPPLEMENTAL TABLES

TABLE S1: PRIMER SEQUENCES USED FOR GRT-PCR (RELATED 70 EXPERIMENTAL METHODS)

Sequence (5'>3")

hVEGFC Forward prmer TGTTCTCTGCTCGCCGCTGC
hVEGFC Reverse primer TGCATAAGCCGTGGCCTCGC
mVEGFC Forward pomer TGATCCCCAGTCCGCGCGAG
mVEGFC Reverse primer CGGGCTCCGCTTCCGAGAAG
Luciferase firefly Forward primer ATGGGCAAATCAGGCAAA

Luciferase firefly

Reverse primer

CGCAATATCTTCTTCAATATCAGG

Luciferase Renilla

Forwand primer

TCCTATGATTATGTCCGGTTATGTAAA

Luciferase Renifla Reverse primer TGTAGCCATCCATCCTTGTCAA
hVEGFA Forward primer GAGAGAGGCCGAAGTCCTTT
VEGF-A Reverse primer TTGGAACCGGCATCTTTATC
mVEGF-A Forward primer ATGAACTTTCTGCTGTCTTGG
mVEGF-A Reverse primer ACCACTTCGTGATGATTCTGA
mHexaokinase 1 Forwand primer ATGAGGGGCGGATGTGTATCA
mHexaokinase I Reverse primer GGTTCAGTGAGCCCATGTCAA
mGluti Forward primer CTTCTCTGTGGGCCTTTICGT
mGlut1 Reverse primer CAAAGGACTTGCCCAGTTTCG
mPGK Forward primer CGCTTTCATGTGGAGGAAGAA
mPGK Reverse primer TGGCTCGGCTTTAACCTTGT
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SUPPLEMENTAL EXPERIMENTAL PROCEDURES

TISSUE SPECIMENS

In total, 15 primary human breast cancer specimens and their associated lymph nodes
were collected. Samples were obtained from archival paraffin blocks of breast cancer from
patients treated at the Rangueil hospital, Toulouse, France between 2002 and 2008.
Samples were selected as coded specimens under a protocol approved by the INSERM
Institutional Review Board (DC-2008-463) and Research State Department (Ministére de
la recherche, ARS, CPP2, authorization AC-2008-820) and included tumor specimens
identified as invasive ductal carcinoma. All tumor and sentinel lymph node specimens
were obtained from pre-treatment surgical resections. Final breast cancer diagnosis was
confired by pathologic evaluation of specimens stained with hematoxylin and eosin
(H&E). Each series included as controls normal breast tissue and selected common
specimens to ensure consistent interpretation, as well as packed, sectioned cell lines

engineered to over- or under-express specific factors.

CELL CULTURE

Capan-1 pancreatic carcinoma cells, 4T1 breast carcinoma and Lewis Lung Carcinoma
(LLC) cell were cultured in DMEM medium containing 10% fetal bovine serum and were
maintained at 37°C in a humidified 5% CQ.: 20% O, atmosphere. Culture under hypoxia

was done at 5% CO.: 1% O. or in regular atmosphere in the presence of 300 yM CaCl..

TUMOR STUDIES

Animal experiments were conducted in accordance with recommendations of the
European Convention for the Protection of Vertebrate Animals used for experimentation
and according to the INSERM IACUC (France) and the KU Leuven (Belgium) guidelines
for laboratory animal husbandry. All animal experiments were approved by the local
branch Inserm Rangueil-Purpan of the Midi-Pyrénées ethics committee, France (protocol
n® 091037615) or by the Institutional Animal Care and Research Advisory Committee of
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the KU Leuven, Leuven, Belgium (protocol n® P166/2011). 5x10° LLC cells were injected
subcutaneously into wild type (WT, n=8-10) or PHD2"" (n=4-6) mice (Mazzone et al.,
2009) on a C57BI6 background. Animals were sacrificed 1 or 3 weeks later. Tumor and
inguinal lymph nodes were excised and embedded into OCT compound (Tissue-Tek;
Sakura Finetek, Torrance, CA). To study the xenograft of pancreatic carcinomas, 1x10°
Capan-1 cells were injected subcutaneously into NMRI nude mice (Janvier, Le Genest,
France). Tumors and hilar lymph nodes were excised at either 7 or 14 days. To study the
orthotopic model of breast carcinoma, 5x1 0* 4T1 cells were injected into Balb/c fourth
mammary fat pad (n=8-10). Animals were sacrificed 1 or 2 weeks later, the tumor and
inguinal lymph nodes were excised and embedded into OCT compound. For biochemical
assessments, Capan-1, LLC, and 4T1 tumors or lymph nodes were harvested and lysed
by a grinding step in 300 pl (day 7) or 500 pl (day 14, day 21) of Luciferase Assay Buffer Il
(Promega, USA). Samples were then centrifuged at 12,000 rpm for 10 minutes at 4°C. The
supematants were then collected and protein concentration was measured using the BCA

assay (Interchim, Montlucon, France) before luciferase assay or Western blot analysis.

RNA STRUCTURE DETERMINATION BY IN SOLUTION CHEMICAL AND ENZYMATIC PROBING

RNA pREPARATION: RNAS were transcribed in vitro using T7 RNA polymerase as previously
described (Helfer et al., 2013). Before use, RNAs were renatured by incubation for 1 min
at 90°C in RNase-free water, 1 min at 4°C, followed by an incubation step for 15 min at
20°C in native buffer (20 mM Tris-HCI pH 7.5; 10 mM MgClz; 150 mM KCI). RNA
STRUCTURE PROBING: RNase cleavage reactions, DMS (dimethyl sulfate) and benzoyl
cyanide (Mortimer and Weeks, 2009) modifications were performed on renatured RNA (1
pmole) essentially as described (Helfer et al., 2013). RNA PRIMER EXTENSION ANALYSIS: The
positions of cleavages, DMS and Benzoyl cyanide modifications along the RNA sequences
were assigned by primer extension. For VEGF-C 5'UTR IRES analysis of human RNA,
primer extension was performed using primers complementary to the RNA middle part and
the 3' end: mid reverse-human IRES oligonucleotide : 5'-CGGGTGTCAGGTAAAAGCC-3'
and 3’ located reverse-human IRES oligonucleotide : 5'-GGTGGAAGGACCGGGGGTG-3',



73

respectively. For analysis of mouse VEGF-C 5'UTR IRES (shorter), we used one primer
complementary to the 3 end: 3 reverse-murine IRES oligonucleotide: 5-
CATGGTGGATGGACCGGG-3'.

LENTIVECTOR CONSTRUCTION AND TRANSDUCTION

Bicistronic cassettes containing the cDNAs encoding human and murine VEGF-C 5'UTR,
VEGF-A 5'UTR and EMCV 5'UTR cloned between the reporter LucR and Luc2CP genes
(called LucF in the text), were introduced into the lentivector pTRIP-DU3-CMV-MCS
described previously (Prats et al., 2013). This generated the bicistronic lentivectors pTRIP-
mVEGF-C, pTRIP-hVEGF-C, pTRIP-VEGF-A and pTRIP-EMCV, respectively. The
four bicistronic lentivectors were produced using the fri-transfection procedure using the
plasmids pLvPack and pLvVSVg (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France), and
were evaluated for their ability to transduce the Capan-1, 4T1 and LLC cell lines (not
shown). The efficiency of cell transduction in vitro was checked in parallel by FACS
analysis using the pTRIP-GFP lentivector (Prats et al., 2013). This efficiency was at least
90% for all the cell types. In total, 6x105 cells were plated into each well of a 6-well plate
and transduced ovemight in 1 mL of transduction medium (OptiMEM, Life Technologies
SAS, Saint Aubin, France) containing 6 pg/mL protamine sulfate in the presence of purified
lentiviral vector (MOI 0.8). The medium was changed and cells were collected 48 hours
after transduction. EGFP-positive cells (for transduction with pTRIP-GFP Ientivector only)
were quantified by flow cytometry analysis on a FACScalibur (Becton Dickinson SAS, Le
Pont de Claix, France). For the other lentivectors, luciferase activities or RNA purification

was performed using cell lysates, as previously described (Bomes et al., 2007).

REPORTER GENE ASSAY

In vitro or ex vivo luciferase assays were performed on lysed cells or tissues using
Luciferase Assay Buffer Il (Promega, USA) from the Dual-Luciferase Assay System kit
(Promega, USA). Luciferase activity was expressed in relative light unit (RLU) per mg of

protein. Lysates from non-lentiviral transduced cells and tumor were used as background
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confrols.

REAGENTS

Sheep anti-human VEGF-C (AF2179) was from R&D Systems (Lille, France). Rabbit-anti
human 4E-BP1 (9644) was from Ozyme (St Quentin en Yvelynes, France). Rabbit anti-
mouse lyve-1 antibody (RDI-103PA50) was from Research Diagnostics Incorporated
(Concord, MA). Rat anti-mouse CD31 (MEC 13.3) was from BD Bioscience (San Diego,
CA). Goat anti-PAN cytokeratin, mouse anti-HA, donkey anti-rabbit and rat IgGs
conjugated with Dylights Fluors 488, 568 were from TebuBio (TebuBio, Le Perray en
Yvelines, France). Anti-podoplanin and anti-VEGF-C were from Santa Cruz (Tebu bio, Le-
Perray-en-Yvelines, France) and R&D systems (Minneapolis, MN). Anti-luciferase Firefly
was from Promega (Madison, WI), hypoxyprobe from Euromedex (Souffelweyersheim,
France), anti-4E-BP1 from Cell signaling (Ozyme, Saint Quentin Yvelines, France), and

anti-R-tubuline from Sigma Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France).

IMMUNOHISTOCHEMISTRY

Tumors, hilar and inguinal lymph nodes were embedded into OCT compound and 5 ym
tissue sections were immunostained with specific antibodies. Tumor and lymph node and
lymphangiogenesis (LYVE-1 staining) was quantified in 5—10 microscopic fields per
cryosection by automated pixel density determination of the LYVE-1" area and is
expressed in um?® area per field or in % of the total tissue area analysed. The mean
number of mice with metastases in draining lymph nodes was determined by
immunostaining cryosections with anti-pancytokeratin (10 pg/mL) (TebuBio, Le Perray en
Yvelines, France). Immunostaining was quantified in 5-10 microscopic fields per
cryosection using automated pixel density determination as the mean number of pixels

+SEM for each group.
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QUANTITATIVE REAL-TIME RT-PCR

Total cellular RNA was isolated from mouse Capan-1 and LLC tumors using a TissueLyser
(Ultrathurax, IKA, Staufen, Germany) in Trizol solution according to the manufacturer's
instructions. A total of 1 ug RNA was used to synthesize cDNA using High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Villebon s/ Yvette, France). The
expression of human and murine VEGF-C, VEGF-A, LucR and LucF was investigated by
SYBR Green real-time reverse transcribed polymerase chain reaction using the AB 7900
HT Fast Real-time PCR System (Applied Biosystems, Villebon s/ Yvette, France). Each
reaction was run with 18S as a reference gene and all data were normalized based on the

expression levels of 18S. Primer sequences are provided in Supplementary Table S1.

VEGF-C ELISA

Capan-1 tumor samples were harvested and VEGF-C was quantified using an ELISA
assay specific for human VEGF-C (<0.5% cross-reactivity with mouse VEGF-C according
to the manufacturer's data sheet), according to the manufacturer's instructions (R&D

Systems, Minneapolis, MN).

SMALL INTERFERING RNA (SIRNA) AND CELL TRANSFECTION

A pool of siRNAs against human HIF1a synthesized by Dharmacon (Lafayette, CO) with
the following sequences: siRNA-1: 5-GGACACAGAUUUAGACUUG-3', siRNA-2: 5'-
GAUGGAAG CACUAGACAAA-3', siRNA-3: 5-CGUGUUAUCUGUCGCUUUG-3', siRNA-
4: 5-GAUGAAAGAAUUACCGAAU-3' was used. Non-targeting siRNA (siGENOME Non-
Targeting Smartpool; Dharmacon) was used as control. To examine the effect of the
siRNAs on HIF1a protein expression, Capan-1 cells were plated onto 6-well plates in
antibiotic-free RPMI-1640 medium supplemented with fetal bovine serum (10%) before
being transfected with 20 nM siRNA diluted in SIPORT NeoFX Transfection Agent (Life
Technologies) and OptiMEM medium (Life Technologies) following the manufacturer’s

instructions. Vehicle control and non-targeting siRNA were applied to replicate cell
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cultures. Cells were incubated for 1 day before changing the culture medium and
incubating the cells with 300 pM CoCl; for 4 and 24 hours. Efficacy of downregulation was

analyzed by immunoblotting.
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C. Discussion
Ces travaux ont permis de montrer que les ARNm des VEGF-C humains et murins
possédaient un IRES dans leurs régions 5NT activé par I'hypoxie. De fagon
intéressante, les ARNm humains et murins possédent deux motifs dont la structure
est hautement conservée permettant d’émettre I'hypothése d’éléments trans-
activateurs communs a I’'Homme et la souris pour 'lRES du VEGF-C. Contrairement
a de nombreux IRES dont lactivation n’a été étudié qu’in vitro, nous avons
également pu mettre en évidence un stress cellulaire capable d’activer I'lRES du
VEGF-C a la fois in vitro et in vivo. Cette étude ouvre donc un nouveau champ
d’investigation pour la recherche de molécules inhibitrices des ITAFs en tant que

nouvelles cibles thérapeutiques de la lymphangiogenése tumorale.

La découverte de ces éléments IRES nous a permis d’identifier un mécanisme de
traduction complexe du VEGF-C au cours du processus tumoral : la tumeur étant
capable a la fois de traduire le VEGF-C de fagon coiffe-dépendante en réduisant
'activité IRES en normoxie et de s’adapter au blocage de la traduction coiffe-
dépendante induite par I'hypoxie (déphosphorylation activatrice de 4E-BP1 et
phosphorylation de elF2a) en activant la traduction IRES-dépendante du VEGF-C.
Ce mécanisme de régulation traductionnel induit par I'hypoxie est d’autant plus
original qu'’il est indépendant de HIF-1a. L’identification de I''TAF de I'lRES du VEGF-
C reste donc indispensable afin de comprendre comment son activité peut étre
régulée par I'hypoxie tout en étant indépendante du principal facteur de réponse a

I'hypoxie.

De plus, nous avons constaté que l'activité de I'IRES du VEGF-C était supérieure
dans les cellules métastatiques ayant disséminé dans les ganglions lymphatiques
que dans les cellules de la tumeur primaire probablement car les vaisseaux et les
ganglions lymphatiques possédent un environnement trés hypoxique. Ce mécanisme
transcription-indépendant mais traduction-dépendant d’activation de I'expression du
VEGF-C en hypoxie permet donc non seulement de fournir une voie d’échappement
aux cellules tumorales en stimulant la lymphangiogenése dans les zones hypoxiques
mais leur permet de survivre a un transport dans un systeme lymphatique hypoxique
et d’établir des niches métastatiques dans les ganglions lymphatiques permettant

d’augmenter leur agressivité avant d’aller disséminer dans les organes distants.
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1. La dilatation des Ilymphatiques et la dissémination

métastatique sont induites par une reprogrammation de la

traduction du VEGF-D suite a un choc thermique.

A. Introduction

La majorité des tumeurs solides agit, au cours de son développement, sur le réseau
lymphatique afin de promouvoir la dissémination métastatique selon deux
mécanismes principaux : la synthése de nouveaux vaisseaux qui vont aller drainer la
tumeur et la dilatation des vaisseaux préexistants afin de faciliter l'intravasation des
cellules. Une série d’étude récente a montré que le VEGF-D était particuliérement
important pour faciliter I'entrée des cellules tumorales dans les lymphatiques :
contrairement au VEGF-C qui induit majoritairement la prolifération et le
bourgeonnement de nouveaux vaisseaux au cours du développement de la tumeur,
le VEGF-D, lui, va provoquer une vasodilatation des vaisseaux collecteurs drainant la
tumeur et augmenter leur perméabilité facilitant ainsi le transport des cellules
tumorales par les lymphatiques [254]. Cet effet vasodilatateur est en partie indirect, le
VEGF-D inhibant les prostaglandines déshydrogénases endothéliales augmentant
ainsi la réponse des CELs a la prostaglandine E2 qui induit la vasodilatation [255,
256]. Outre la voie inflammatoire, un lien a été établi entre I'expression du VEGF-D et
I'hypoxie [257]. De fagon analogue au VEGF-C il est essentiel de vérifier la présence
d’IRES sur 'TARNm du VEGF-D ainsi que les stress responsables de leur activation.
Dans cette étude, nous avons également voulu identifier les ITAFs responsables de
I'activation de 'IRES du VEGF-D et, d’'un point de vue thérapeutique, le moyen de les
inhiber afin de réduire I'expression de ce facteur lymphangiogénique et donc de

supprimer les possibilités de dissémination de la tumeur.
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B. Résultats
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VEGF-D promotes tumour metastases by inducing lymphangiogenesis and lymphatic
vasculature dilatation. In this study, we found that VEGF-D overexpression correlates
in human breast cancer with the upregulation of elF4Gl and 4E-BP1, which
reprograms the translation initiation complex to increase translation of Internal
Ribosome Entry Site (IRES)-containing mRNA. We identified a stress-induced
translational regulation of VEGF-D expression mediated by an IRES-dependent
mechanism under heat shock conditions. The shape analysis of the 5'UTR of VEGF-
D has shown the presence of highly stable structures compatible with an IRES driven
mechanism of translation. Using plasmon surface resonance on biotinylated VEGF-D
mRNA coupled to mass spectrometry, we identified an IRES trans-acting factor
(ITAF), the nucleolin, that allows VEGF-D translation initiation after cytoplasmic
relocalization. We showed that VEGF-D IRES activity is dependent on prostaglandin
pathway as non-steroidal anti-inflammatory drugs are able to abolish the VEGF-D
IRES-dependent translation by targeting nucleolin synthesis. Our results bring new
insights on the VEGF-D molecular regulations and provide therapeutic targets to limit

tumour spread.
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Lymphatic vessels grow around tumours but also in lymph nodes, and enhance
metastasis by two major mechanisms: 1/ the capillary high permeability and 2/the
collecting vessels dilatation’. These findings demonstrate the need to increase
knowledge regarding the molecular events behind the invasion of cancer in the
lymphatic system.

Translational control plays a crucial role in the regulation of gene expression during
tumour development. Indeed, the majority of cellular stresses lead to a strong
inhibition of MRNA translation in cells by the classical cap-dependent scanning
mechanism?® °. Translational repression mainly occurs through modulating the activity
of mTOR resulting in hypophosphorylation of elF4E-binding proteins (4E-BP), which
increase their affinity for and thus sequestering of elF4E* preventing its binding to
elF4G necessary to load the capped mRNA on the ribosome.

Several MRNAs, however, are translated by an elF4E-independent mechanism,
mediated by IRESs that are mMRNA structures located in their 5' untranslated
regions®®. IRESs were described for VEGF-A and VEGF-C mRNA. Here, we found
that VEGF-D mRNA is also translated via an IRES mechanism. The IRES-dependent
translation initiation is controlled by IRES transacting factors (ITAFs), that participate
in the recruitment of the small ribosome subunit’. ITAFs are most likely to stabilize
IRES active conformation® and to allow efficient expression of key regulators in
tumour growth and spread®.

In previous study, we identified equilibrium between two structures of VEGF-C |IRES
suggesting conformation adaptation depending of the cellular stress such as
hypoxia®. VEGF-D is involved in lymphatic vessel plasticity. The balance between
vasodilatation and vasoconstriction promotes many metabolic changes and is tightly

correlated with the body temperature suggesting a role of temperature in regulating
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growth factor-induced vasodilatation. In this study, we identified a direct correlation
between VEGF-D translation initiation and lymphatic vessel dilatation restricted an
increased temperature stress, but not other tumour-induced stresses such as
hypoxia or reticulum stress.

VEGF-D was found to promote tumour lymphatic vessels dilatation through an
inhibition of the prostaglandin dehydrogenase’. Such effect is abolished by non
steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), the most commonly prescribed class of
drugs in the world. Inflammation is known to be a causal factor in tumourigenesis.
Furthermore pathological inflammation and NSAID have been reported to have
beneficial effects on reducing the risk of developing solid tumours, including the four
most prevalent cancers worldwide: breast, colon, lung and prostate cancer®. In
particular, inflammatory breast cancer is the most aggressive and metastatic form of
breast cancer'. Itis characterized by overexpression of the translation initiation
factor elF4Gl (the major elF4G factor) that reprograms cap-dependent translation to
IRES-dependent translation’'. Also, regular use of any NSAID has been associated
with significantly reduced breast cancer risk'?. NSAID directly influences vasodilator
prostaglandin by modulating cyclooxygenase-2 (cox-2) activity. In this study, we
demonstrated that cox-2 inhibitor effect on lymphatic dilatation was associated with a
control of VEGF-D translation initiation by modulating VEGF-D IRES Tans Acting
Factors (ITAF), the nucleolin.

This study reveals new translational regulation of VEGF-D under stress condition that
directly interferes with lymphatic vessel dilatation. As lymphatic vessels play a crucial
role in tumour metastasis, understanding the regulations of lymphatic vasodilatation

is a crucial step toward an innovative anti-metastatic therapy.
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VEGF-D synthesis is modulated by a cap-independent initiation of mRNA
translation.

VEGF-D level was examined in invasive ductal breast carcinoma biopsies and
compared to normal breast epithelium (Fig. 1a). VEGF-D is overexpressed in breast
tumours and is associated with an upregulation of elF4Gl and 4E-BP1 expressions
suggesting a cap-independent VEGF-D synthesis.

To study the expression of VEGF-D, we performed RT-gPCR and western blot
analysis showing that VEGF-D is ubiquitously expressed in organs containing
lymphatic vessels (lymph nodes, mammary gland, adipose tissue, spleen, thymus,
liver, heart, lung), whereas no VEGF-D was found in organs containing no (brain) or
low level (muscle) of lymphatic vessels (Fig. S1).

To study the effect of the microenvironment on lymphatic vessel development in vivo,
we used mouse tumoural models, which we previously showed to early induce
lymphangiogenesis: an orthotopic syngeneic mouse model of highly metastatic
breast cancer (4T1); a syngeneic subcutaneous model of Lewis Lung Carcinoma
(LLC) and a xenograft of pancreatic adenocarcinoma (Capan-1) (Fig. 1b). We studied
the expression of VEGF-D and surprisingly found that VEGF-D mRNA levels strongly
decreased in tumours compared to normal tissues (Fig.1b). Despite the decrease in
VEGF-D mRNA amounts, VEGF-D protein level increased during breast tumour
development, but not in lung and pancreas (Fig.1c,d) confirming a post-
transcriptional regulation of VEGF-D expression.

In parallel, we analyzed regulation of translation initiation in mice tumours by studying
the phosphorylation status of 4EBP1, which is known to inhibit cap-dependent

translation by binding to elF-4E in its hypophosphorylated state (Fig. 1c-e).
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Figure 1. VEGF-D overexpression correlates with the upregulation of elF4Gl and 4E-BP1

(a) Immunochemical staining of representative breast cancer tumours (n=15) and normal breast epithelium (n=15) for
VEGF-D, elF4Gl, and 4E-BP1. Scale Bar 100pum. (b) Quantitative RT-PCR for breast, lung and pancreatic tumours (CA)
shows a decrease of VEGF-D mRNA during tumour development compared to normal tissue (NL) (*p<0.001). (c-e)
Immunoblot analysis of VEGF-D and 4E-BP1 in mouse tumours showed an increase in VEGF-D synthesis associated
with overexpression and dephosphorylation of 4E-BP1 in vivo in breast, but not in lung and pancreatic cancer.
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As expected, VEGF-D protein synthesis was not stimulated in lung and pancreatic
tumours containing hypophosphorylated 4E-BP1 compared to normal tissue (Fig. 1c-
e). In contrast, despite an accumulation of hypophosphorylated 4E-BP1 indicating a
blockade of cap-dependent translation in breast cancer compared to normal breast,
we observed an increase in VEGF-D expression in the tumours in vivo (Fig. 1c-e).
These data suggest that VEGF-D expression is promoted by a post-transcriptional

mechanism in breast cancer.

VEGF-D 5’UTR contains an IRES activated by increased temperature

To demonstrate the presence of an IRES activity in VEGF-D 5UTR, we used the
double luciferase bicistronic vector strategy validated in previous studies? (Fig. 2a).
Considering that the EMCV IRES is not activated in the present tumour models?, we
used bicistronic lentivectors with the encephalomyocarditis virus (EMCV) IRES and
hairpin as a controls. 4T1 and 67NR cells were transduced with the bicistronic
lentivectors (Fig. 2a). To verify the presence of a single mRNA that generates the
two different proteins, the relative amounts of LucR and LucF mRNAs were
measured by quantitative RT-PCR (Fig. 2b). Amplification values revealed an equal
amount of LucF and LucR RNA sequences, indicating the absence of any cryptic
promoter or splicing event that would have increased the presence of one of the
cistrons compared to the other'®.

IRES elements have been discovered in several viral and cellular RNA elements and
are preferentially used to initiate translation of specific mMRNAs during cellular stress
when overall global translation is compromised''*'®. Recent observations in tumour
models show a VEGF-D driven lymphogenous spread by increasing lymph flow

through vessel dilation'”. Vessel dilatation is mainly observed during inflammation
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Figure 2. VEGF-D mRNA contains an IRES element

(a) Schematics of the bicistronic expression cassettes subcloned into lentivectors. Bicistronic vectors code two luciferase
reporters (LucR and LucF) the sequences of which are separated by the VEGF-D IRES, the viral EMCV IRES and
hairpin. (b) Ratio of quantitative RT-PCR relative values for LucR versus LucF, separated by VEGF-D 5’UTR, revealing
the transcription of a single mRNA. (c-g) /n vitro VEGF-D IRES activity in 4T1 cell lines submitted to DTT-induced
endoplasmic Reticulum stress (c), Lipopolysaccharide (LPS) inflammatory stress (d), nutriment deprivation (- FCS)
stress (e), and hypoxic stresses (f,g). (h) /n vitro VEGF-D and EMCV IRES activity in 4T1 cell lines submitted to heat
shock stress (I). In vitro Hairpin activity in

4T1 cell lines submitted to heat shock stress
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and is promoted by an activation of the endothelial prostaglandin pathways™.
Therefore, we submitted 4T1 transduced cell lines to physiological stresses
associated with a local vasodilatation to identify which stimulus is associated with
IRES activation (Fig. 2c-i). VEGF-D IRES activity was not affected by endoplasmic
reticulum stress (Fig. 2¢), lipopolysaccharides (Fig. 2d), serum deprivation (Fig. 2e)
or hypoxia (Fig. 2f,g). In contrast, VEGF-D IRES activity was significantly activated in
vitro after 20 minutes heat shock (Fig. 2h), whereas no activation was found for

EMCV control IRES (Fig. 2h) or hairpin (Fig. 2i).

VEGF-D synthesis promotes lymphatic vessel dilatation and metastasis

The role of overexpressed VEGF-D was examined in mice breast tumour models.
We compared lymphatic-mediated metastasis in 4T1 tumours to orthotopic syngeneic
67NR low metastatic breast tumours. Despite similar level of VEGF-D mRNA in 4T1
and 67NR cell lines (Fig. 3a) we found that 67NR poorly expressed VEGF-D
compared to 4T1 (Fig. 3b,c). Surprisingly, this difference in VEGF-D expression had
no effect on tumour growth (Fig. 3d). To investigate the role of VEGF-D in breast
tumours lymphatic vessels, we performed immunostaining using antibodies directed
against lymphatic vessel endothelial receptor (lyve-1) ' and podoplanin #° (Fig. 3e,
Fig. S2).

In these models, VEGF-D expression has no effect on tumour lymphangiogenesis
(Fig. 3e.f). In parallel, we found that tumour expressing a high level of VEGF-D (4T1)
exhibited dilated tumour lymphatic vessels compared to tumour with low level of
VEGF-D (67NR)(Fig. 3g,h). As expected, the lymphatic vessels dilatation is
associated with an increase of tumour metastasis (Fig. 1i,j), but has no effect on

draining lymph nodes lymphangiogenesis (Fig. S3).
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Figure 3: Tumor post-transcriptional induction of VEGF-D promotes lymphatic vessel dilatation

(a) Quantitative RT-PCR in 4T1 and 67NR mice breast cancer cell lines showed no difference in VEGF-D mRNA
relative levels. (b,c) Immunoblot analysis of VEGF-D showed an overexpression of VEGF-D in metastatic (4T1),
compared to no metastatic (67NR) breast cancer cell lines. (¢) Quantification of VEGF-D relative levels (*p<0.001). (d)
4T1 and 67NR tumour growth analysis. (e,f) Staining for lyve-1 (green) and dapi (blue) demonstrated VEGF-D
independent lymphangiogenesis during breast carcinoma development (*p<0.001). (g,h) Staining for lyve-1 (green) and
dapi (blue) demonstrated a significant decreased of lymphatic vessels dilatation in tumour lacking VEGF-D (*p<0.001).
(Ij) Staining for lyve-1 (green), cytokeratin (red) and dapi (blue) demonstrated a significant decrease in lymph node
metastasis (*p<0.001). (k-n) In vivo VEGF-D IRES activity exhibits significant increased in 4T1

(k) compared to EMCV (1), whereas no activity was promoted in 67NR for both IRESs (m,n).
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To identify in vivo VEGF-D IRES activity, bicistronic lentivector-transduced 4T1 and
67NR cell lines were injected in mice mammary fat pad (Fig.3k-n). IRES activity in
tumours was observed using immunodetection of firefly luciferase and quantified by
measuring luciferase activities after 7 and 14 days (Fig.3k-n, Fig. S4). We checked
that the transduction of the reporter genes did not affect tumour growth (Fig. S4).
Interestingly, VEGF-D IRES activity strongly increased in 4T1 tumours (Fig. 3k)
compared to EMCV IRES (Fig. 3lI), but not in 67NR tumours (Fig. 3m), which exhibit
low VEGF-D protein levels. As expected, the EMCV viral IRES which is not involved
in angiogenesis or lymphangiogenesis stimulation was poorly (4T1) or not (67NR)
activated during tumourigenesis (Fig2. I,n).

These data demonstrate that the VEGF-D mRNA contains an IRES that is activated
during tumour growth in correlation with high levels of VEGF-D protein expression.
Altogether, our data suggest a cap-independent regulation of VEGF-D translation
that is not related with lymphangiogenesis, but directly correlated with lymphatic

vessels dilatation and metastasis formation.

VEGF-D IRES exhibits two alternative structures stabilized by an ITAF: the
nucleolin

In order to analyze whether the VEGF-D mRNA contains a structured 5UTR that
could be used for the IRES activity, we performed shape analysis of the mRNA
5'UTR (Fig.4a-c, Fig.S5). The pattern of benzoyl-cyanide modifications suggest that
VEGF-D 5" UTR is highly structured. Our structure prediction revealed the presence
of a pseudoknot (nucleotides 30-70) and several stable helices. Nevertheless,
enzymatic probing data (Fig.4a, Fig.S5) showed a region (nucleotides 225-229) with

double reactivity toward both double strand (V1) and single strand probes (T2), and a
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Figure 4. VEGF-D 5’'UTR exhibits the presence of highly stable structures compatible with an IRES
driven mechanism of translation

(a) Quantification and normalization of the SHAPE analysis obtained by the QuSHAPE software. Three different
concentrations of benzoyl-cyanide (10mM, 50mM and 150mM) have been used showing the overall high reproducibility of
the analysis. The 302 nucleotides long sequence of VEGF-D 5’UTR (including 21 nucleotides of the beginning of its
coding region) has been split into 3 graphs representing the 5’ (graph | on the top), middle (graph Il in the middle) and 3’
(graph 11l on the bottom) regions. (b) Autoradiograms of RNA enzymatic probing experiments followed by primer extension
analyzed on 8% polyacrylamide sequence gels containing 8 M urea, showing the localization of the enzymatic cleavages
obtained with RNase V1 (V1), RNase T1 (T1), and RNase T2 (T2). T1 and T2 RNAse treatments detect unpaired
nucleotides, whereas V1 RNAse treatment detects paired or stacked nucleotides. The lanes represent the following
conditions: (i) RNA: control RNA without enzymes; (ii) V1, T1 and T2: three different increasing concentrations of the
three RNAses; (iii) RNA sequencing ladders were run in parallel (U,C,G,A lanes on each gel). Panel A, B and C show the
enzymatic analysis for the murine 5'UTR of the 3’, middle or 5’ regions respectively. (c) Putative secondary structure of
the murine 5 UTR of VEGF-D mRNA, as predicted on the basis of the ribose reactivities toward benzoyl-cyanide (SHAPE
analysis). For each nucleotide, the level of normalized reactivity is indicated in red, yellow, or black font character for
strong, medium, or weak reactivity, respectively. Regions which could not be probed are represented by grey characters.
The cleavage sites induced by ribonucleases V1, T1, or T2 are indicated by arrows. (d-g) BIACORE T200 analysis using
surface plasmon resonance. (d)The ligand corresponding to biotinylated VEGF-D or EMCV IRES is immobilized by
streptavidin coupled to the sensorchip gold surface submitted to a light source through a prism and reflected in all angles
except one at which it is absorbed into the gold surface in the form of an evanescent wave. The binding of the analyte
corresponding to RNA binding proteins to the ligand results in a change in the index of refraction proportional to the
number of bound molecules. This generates a shift in the absorption angle that is recorded by the detector and appears
on a sensogram for EMCV IRES (e) and VEGF-D IRES (f). (g) Mass spectrometry analysis of proteins recovered from the
BIACORE T200 experiments reveals the binding of a nuclear protein: Nucleolin.
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native gel analysis confirmed the presence of two alternative structures (Fig. 4b).
Based on shape analysis, we identified a predictive folding of VEGF-D IRES as
shown in Figure 4c.

The presence of alternative conformations at equilibrium has been previously
observed also for the VEGF-C IRES? and could be an indication that the active
structure might necessitate a cofactor®, i.e. an ITAF or a specific elF, to fold correctly.
IRESs activation requires binding of canonical initiation factors to initiate translation,
but also other proteins called IRES trans-acting factors (ITAFs) that facilitate
ribosome recruitment to the IRES?'. ITAFs are RNA-binding proteins involved in
other aspects of RNA metabolism that are important in carcinogenesis such as
mRNA splicing, export and stability, and represent potential targeted therapy in
certain types of cancer.

To identify VEGF-D ITAFs, we used an analytic method coupling surface plasmon
resonance and mass spectrometry (BIA-MS)(Fig. 4d-g). Biotinylated VEGF-D and
EMCV IRES RNAs were immobilized on a BIACORE streptavidin sensorchip (Fig.
4d). Control (37°C) or heat shock (42°C) total cell protein extracts were injected into
the BIACORE T200 apparatus to obtain the association phase (Fig. 4e.f). Bound
proteins were recovered and identified by nanoLC-MS/MS after tryptic digestion.
Interestingly, proteins bound VEGF-D IRES with a lower affinity at 42°C compared to
37°C, whereas no difference was observed for EMCV IRES (Fig. 4e,f). Mass
spectrometry analysis allowed identification of a few proteins bound to the VEGF-D
IRES, including an RNA Binding protein, the nucleolin (Fig. 4g, Fig.S6). As nucleolin

2223

has previously been described to be an ITAF for viral IRESs , and plays a role in
RNA stability of cellular oncogenes such as Bel2 **, we investigated its effect on

VEGF-D IRES activity.
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Figure 5: VEGF-D IRES activity is regulated by Nucleolin

(a) Immunoblot of nucleolin in mouse cell lines showed no induction of protein synthesis in heated breast cancer cell lines. (b) Staining for
nucleolin (green) and dapi (blue) demonstrated a significant export of nucleolin in the cytoplasm in heated breast cancer cell lines. (c)
Quantification of the percentage of 4T1 cell lines, which exhibit a cytoplasm staining of nucleolin under increased temperature (*p<0.001).
(d) Immunoblot of nucleolin in lysates of 4T1 cells incubated in physiological (37°C) or

heated (42°C) temperature and treated with or without siRNA against nucleolin (Si) or a scrambled (Sc) siRNA control. (e) Densitometric
quantification of the immunoblot (#p<0.05). (f) VEGF-D IRES activity in 4T1 cells incubated in physiolegical (37°C) or heated (42°C)
temperature and treated with or without siRNA against nucleolin (Si) or a scrambled (Sc) siRNA control (#p<0.05). (g) VEGF-D IRES
activity in 4T1 cells incubated in physiological (37°C) or heated (42°C) temperature and treated with adjuvant (mannitol) or nucleolin
inhibitor (N6L) (#p<0.05).
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Nucleolin ITAF activity is mediated by its subcellular location

To study whether nucleolin participates to VEGF-D translational initiation during heat
shock stress, we first analysed protein expression in breast cancer cell lines (Fig. 5).
Surprisingly, no difference in nucleolin protein synthesis was observed in cells
submitted to an increased temperature (42°C)(Fig. 5a). Interestingly, we found a
delocalization of nucleolin from the nucleus to the cell cytoplasm under heat shock
(Fig. 5b,c). The protein export is in accordance with previous studies showing that
ITAF activity depends on its subcellular location®.

To determine the role of nucleolin in VEGF-D IRES activity under heat shock stress,
we designed siRNAs against nucleolin (Fig. 5d,e). In the absence of nucleolin,
VEGF-D IRES activity was strongly decreased, whereas no effect was observed for
EMCYV IRES activity (Fig. 5f). In this context, VEGF-D IRES was affected by nucleolin
knock down, demonstrating a role of nucleolin as an ITAF under heat stress
condition. To confirm the effect of nucleolin, we then used a pharmacological
inhibitor, a synthetic ligand of nucleclin: N6L ?°. As expected, we observed a

decrease of VEGF-D IRES activity in the presence of nucleolin inhibitor (Fig. 5g).

Cox-2 inhibitors abolish VEGF-D stress response by modulating nucleolin
expression

Recent studies have demonstrated that VEGF-D regulates the tumour-draining
collecting lymphatic vessels dilatation through a prostaglandin (PG)-dependent
mechanism, consistent with the elevated levels of inflammatory mediators, such as
PGs'" ?’. VEGF-D modulates cox-2-derived PGE2 to promote tumour progression
and metastasis®® *? leading to a chemoprotective effects of cox-2 inhibitors (NSAIDs)

by reducing PGE2 levels™. To determine the role of cox-2 inhibitors on molecular
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Figure6 : VEGF-D IRES activity is modulated by cox2 inhibitor

(a) Quantification of nucleolin positive pixels in 4T1 cells submitted to heat shock (*p<0.01). (b) Staining for nucleolin
(green) and dapi (blue) demonstrated a significant export inhibition of nucleolin in the cytoplasm in heated breast cancer
cell lines incubated with cox2 inhibitor (sc236). (¢) Quantification of the percentage of 4T1 cell lines incubated with
sc236, which exhibit a cytoplasm staining of nucleolin under increased temperature (*p<0.001). (d) Stimulation of VEGF-
D and EMCV IRES activity in 4T1 cell lines (#p<0.05). (e) Stimulation of VEGF-D and EMCV IRES activity in 67NR cell
lines (#p<0.05). (f) Immunoblot of nucleolin in mouse cell lines showed no induction of protein synthesis in
sc236treated breast cancer-bearing mice. (g) Stimulation of VEGF-D IRES in vivo is inhibited by sc236 (h).
Staining for LYVE-1 (green) and dapi (blue) demonstrated a significant decreased of lymphatic vessels dilatation in
sc236-treated 4T1 tumours. (i) Quantification of lymphatic vessels diameters in vivo in sc236-treated 4T1 tumours
(*p<0.01). (j) Evans blue perfusion of the 4T1 draining lymphatics exhibits a vessels dilatation that is abolished after

sc236 treatment.
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regulations of VEGF-D expression, we evaluated the effect of the sc236 in vitro (Fig.
6a-e). A shown in figure 5, the increased temperature has no effect on nucleolin
synthesis (Fig. 6a). Surprisingly, we observed a cox2 inhibitor-downregulation of
nucleolin synthesis at both 37°C and 42°C (Fig. 6a) suggesting that the drug
interferes with VEGF-D translational initiation by modulating its ITAF synthesis. Using
immunocytodetection, we found that cytoplasmic nucleolin was hardly detected upon
sc236 in 4T1 cell lines under heat shock conditions (Fig. 6b,c). In parallel, cox-2
inhibitors abolished heat shock-induced VEGF-D IRES activity in 4T1 cells (Fig. 6d),
but had no effect on 67NR cell lines (Fig. 6e). To investigate whether cox-2 inhibitor
could modulate VEGF-D translational regulations in vivo, tumour-bearing mice were
treated every 2 days during 10 days by intraperitoneal injection of cox-2 inhibitors
(Fig. 6f-j).

As expected, we found a downregulation of nucleolin expression in tumours (Fig. 6f).
This effect is associated with a downregulation of VEGF-D IRES activity in vivo
during tumour development (Fig. 6g), whereas no difference was observed in tumour
growth (Fig.S7). In parallel, we observed a strong downregulation of lymphatic
vessels diameter in tumours (Fig. 6h,i) associated with a vasoconstriction of the
tumour-draining collecting vessels in cox-2 inhibitor-treated mice (Fig. 6j). These data
demonstrate for the first time that and anti-inflammatory drug can modulate growth
factor synthesis under stress condition by controlling and ITAF subcellular location

and synthesis.

Discussion

Tumour metastases are a leading cause of cancer-related mortality and can be

promoted by both intrinsic and extrinsic factors in tumour cells. This study has

11



identified a novel translational regulation of VEGF-D expression under stress
conditions in primary tumours promoting lymphatic vessels dilatation that can be
reversed by NSAIDs by acting on ITAF expression. Translational initiation
reprograming was previously reported in inflammatory breast cancer due to an
overexpression of elF4G| and overexpression/dephosphorylation of 4E-BP1"'%", We
found a co-localization of these two markers with VEGF-D in human breast
carcinoma suggesting a cap-independent translation initiation of VEGF-D mRNA.
Moreover, we show that VEGF-D transcript levels are reduced in mice tumours,
whereas VEGF-D protein levels are increased due to a switch from cap-dependent to
IRES-dependent VEGF-D translation. Notably, this regulation seems to depend on
an increased temperature, but is not regulated by hypoxia as it has been previously
described for other (lymph)angiogenic growth factors, such as VEGF-A and VEGF-C,
two related and homologous members of the VEGF family®. This feature
distinguishes VEGF-D from the other hypoxia-induced (lymph)angiogenic growth
factors. Importantly, we found two alternative structures for VEGF-D 5’'UTR
suggesting an equilibrium between basal and stressed conditions to facilitate the
ITAF binding. Switching from cap-dependent to IRES-dependent translation of
VEGF-D in tumour cells required adapter protein called ITAFs. The VEGF-D IRES
might be regulated by distinct ITAFs, which would be activated during heat shock
(and in inflammation), but not during hypoxia. Our findings reveal that nucleolin, a
nucleolar protein involved in the control of transcription of ribosomal RNA, is
translocated to the cytoplasm in response to heat shock and controls VEGF-D mRNA
translation after binding to the IRES region. Nucleolin has been previously described
as an ITAF for virus IRESs such as poliovirus®. Recently, it has been found to

enhance cellular IRES-dependent translation of specificity protein-1 (Sp1), a
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transcription factor involved in tumour cells proliferation®***. These results are in
accordance with findings showing that IRES-dependent translation initiation is
regulated by ITAFs subcellular location®.

Tumour cells spread to distant organs via lymphatic using two mechanisms:
lymphangiogenesis and lymphatic dilatation. Here, we demonstrated that breast
tumours lacking VEGF-D expression do not exhibit a defect in primary tumour or
lymph nodes lymphangiogenesis, but have a reduced amount of dilated lymphatic
vessels associated with an inhibition of metastasis. Our findings suggested that this
process is restricted to breast cancer, in agreement with previous studies showing a
correlation between metastases and dilated lymphatic vessels in breast cancer
patients®*.

We know for decades that inflammation is a major inducer of prostaglandin-induced
vasodilatation®. Previous studies reported that expression of VEGF-D by cancer
cells promoted tumour lymphatic vessels dilatation and metastasis by regulating
prostaglandins produced by the collecting lymphatic endothelium '. Cox-2 inhibitors,
the most common non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAID), reduce VEGF-D-
driven metastasis by reversing the morphological changes in collecting lymphatic
vessels. In this study, we demonstrated that cox-2 inhibitor-induced lymphatic vessel
constriction is in part due to a downregulation of VEGF-D IRES translation initiation.
We observed that the VEGF-D IRES activity is abolished by NSAIDs during tumour
development. Notably, vessel diameters were reduced in cox-2 inhibitor-treated mice.
These data indicate that lymphatic vessels plasticity is controlled by a regulatory loop
involving VEGF-D protein synthesis and prostaglandin signaling.

Our study may be relevant to provide the first evidence of a translational initiation

control of the lymphatic vessels dilatation, a major pathophysiological event in tumour
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metastasis.

A key finding of our study is that increased temperature mediates lymphangiogenic
growth factor responses, through the suppression of cap-dependent and an increase
of IRES-mediated mRNA translation. Collectively, our data allow us to propose the
existence of two VEGF-D translational control pathways involved in cancer
dissemination that depends on stresses associated with inflammation. A nucleolar
protein, the nucleolin, which can provide a novel therapeutic target for lymphatic

vessel plasticity during tumour inflammation, controls this mechanism.
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Experimental Procedures

Tumour Studies

Animal experiments were conducted in accordance with recommendations of the
European Convention for the Protection of Vertebrate Animals used for
experimentation. All animal experiments were performed according to the INSERM
IACUC guidelines for laboratory animals' husbandry and have been approved by the
local branch Inserm Rangueil-Purpan of the Midi-Pyrénées ethics committee
(protocol n® 091037615).

In total, 5x10° LLC or Capan-1 cells were injected subcutaneously into wild type (WT,
n=8-10) mice on a C57BI6 or NMRI| Nu/Nu background respectively (n=8-10).
Animals were sacrificed 2 or 3 weeks later when tumours and inguinal lymph nodes
were excised and embedded into OCT compound (Tissue-Tek; Sakura Finetek,
Torrance, CA). To study the orthotopic model of breast carcinoma, 5x10* syngeneic
Balb/c 4T1 and 67NR cells were injected into Balb/c the fourth mammary fat pad
(n=8-10). Animals were sacrificed 1 or 2 weeks later when tumour and inguinal lymph

nodes were excised and embedded into OCT compound.

Bicistronic lentivector Construction and Transduction

The ¢cDNAs coding human VEGFD 5'UTR and EMCV 5'UTR were subcloned
between the renilla (LucR) and firefly (LucF) genes under the control of the CMV
promoter into the lentivector pTRIP-DU3-CMV-MCS as described before 2. This
generated the bicistronic lentivectors pTRIP-mVEGFD, pTRIP-VEGFA and pTRIP-
EMCYV, respectively. The four mono- or bicistronic lentivectors were produced using
the tri-transfection procedure using the plasmids pLvPack and pLvVSVg (Sigma-

Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France), and were evaluated for their ability to

15



100

transduce the LLC, 4T1 and 67NR as previously described 2. In each case, a
lentivector expressing GFP was used in parallel as a control, and GFP FACS
analysis was used to visualize the transduced cells in vitro.

In total, 4 x10° cells were plated into each well of a 6-well plate and transduced
overnight in 1 mL of transduction medium (OptiMEM, Life Technologies SAS, Saint
Aubin, France) containing 6 ug/mL protamine sulfate in the presence of purified
lentiviral vector (MOI 0.8). The medium was changed and cells were collected 48
hours after transduction. EGFP-positive cells were quantified by flow cytometry
analysis on a FACScalibur (Becton Dickinson SAS, Le Pont de Claix, France).
Reporter Gene Assay

In vitro or ex vivo luciferase assays were performed on lysed cells or tissues using
Luciferase Assay Buffer Il (Promega, USA) from the Dual-Luciferase Assay System
kit (Promega, USA). Luciferase activity was expressed in relative light unit (RLU) per
mg of protein. PBS without mADSC was used as a background control.

Reagents

Rat anti-mouse VEGFD (SC101585) was from Santa Cruz (Tebu bio, Le-Perray-en-
Yvelines, France). Rabbit-anti human 4E-BP1 (9644) was from Ozyme (St Quentin
en Yvelynes, France). Rabbit anti-mouse lyve-1 antibody (RDI-103PA50) was from
Research Diagnostics Incorporated (Concord, MA). Rat anti-mouse CD31 (MEC
13.3) was from BD Bioscience (San Diego, CA). Goat anti-PAN cytokeratin, donkey
anti-rabbit and rat IgGs conjugated with Dylights Fluors 488, 568 were from TebuBio
(TebuBio, Le Perray en Yvelines, France). Anti-podoplanin was from Santa Cruz.
Anti-luciferase Firefly was from Promega (Madison, WI). Hypoxyprobe was from
Euromedex (Souffelweyersheim, France). Anti-GAPDH was from Sigma Aldrich

(Saint-Quentin Fallavier, France).
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Immunohistochemistry

Tumours and inguinal lymph nodes were embedded into OCT compound and 5 ym
tissue sections were immunostained with specific antibodies. The mean number of
blood and lymphatic vessels (+/- SEM for each treatment group) was quantified in 5-
10 microscopic fields per cryosection using automated pixel density determination.
The vessel diameters were quantified using 5 measures per vessel as described in
Fig. S8. The mean number of mice with metastases in draining lymph nodes was
determined by immunostaining cryosections with 10 ug/mL of anti-pancytokeratin
(TebuBio, Le Perray en Yvelines, France). Inmunostaining was quantified in 5-10
microscopic fields per cryosection using automated pixel density determination as the

mean number of pixels +/- SEM for each group.

Quantitative real-time RT-PCR

Total cellular RNA was isolated from mouse 4T1, 67NR and LLC tumours using a
Tissue Lyser (Ultrathurax, IKA, Staufen, Germany) in Trizol solution according to
manufacturer instructions. A total of 1 yg RNA was used to synthesize cDNA using
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Villebon s/
Yvette, France). The expression of human and murine VEGFD, LucR and LucF was
investigated by SYBR Green real-time reverse transcribed polymerase chain reaction
using the AB 7900 HT Fast Real-time PCR System (Applied Biosystems, Villebon s/
Yvette, France). Each reaction was run with 18S as a reference gene, and all data
were normalized based on the expression levels of 18S.

Primers:

LucF (F): 5- TCCTATGATTATGTCCGGTTATGTAAA-3' ; LucF (R): 5-
TGTAGCCATCCATCCTTGTCAA-3' ; LucR (F) : 5- ATGGGCAAATCAGGCAAA-3' ;
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LucR (R) : 5- CGCAATATCTTCTTCAATATCAGG-3'; mVEGF-D (F) : 5'-
CCTATTGACATGCTGTGGGAT-3' ; mVEGF-D (R): 5-
GTGGGTTCCTGGAGGTAAGAG-3 ; hVEGF-D (F): 5~
TTGAGTGCAAAGAAAGTCTGG-3' ; hVEGF-D (R) : 5-
ACTTGCACATGGTCTGGTATG-3'.

Small Interfering RNA (siRNA) and Cell Transfection

A pool of siRNAs synthesized by Dharmacon (Lafayette, CO) with the following
sequences: siRNA-1: 5-GCAAAUUCCUAUACAUCUA-3, siRNA-2: 5'-
UGUCAGAGGUCCAGUUUAA-3', siRNA-3: 5-UGGCAAACCUAAAGGGUAU-3',
siRNA-4 : 5-"UGGGAAAAGUAAAGGGAUU-3' was used. Non-targeting siRNA
(siGENOME Non-Targeting Smartpool; Dharmacon) was used as control. To
examine the effect of the siRNAs on Nucleolin protein expression, 4T1 cells were
plated onto 6-well plates in antibiotic-free RPMI-1640 medium supplemented with
fetal bovine serum (10%) before being transfected with 20 nM siRNA diluted in
SiPORT NeoFX Transfection Agent (Life Technologies) and OptiMEM medium (Life
Technologies) following the manufacturer instructions. Vehicle control and non-
targeting siRNA were applied to replicate cell cultures. Cells were incubated for 1
days before changing the culture medium and incubating the cells 72 hours before 30
minutes heat shock. Efficacy of downregulation was analyzed by immunoblotting.
N6L inhibitor treatment

N6L inhibitor was provided by Dr Courty laboratory. Stock solution of N6L (2mM) was
diluted in mannitol to a final concentration of 50uM. Heat shock was applied for
30min at42°C.

In vitro stress activity

Stress stimulation assays were performed in vitro on 4T 1-transduced cells. Reticulum

18



103

stress was promoted using 12nM dithiothreitol (DTT) (Sigma-Aldrich) during 4 and 8
hours. Deprivation stress was performed in RPMI without serum during 8 hours at
37°C. Inflammatory stress was performed in presence of 1 pg/mL lipopolysaccharid
(LPS) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH) during 4 and 8 hours. Heat shock was applied
during 5, 10, 20, & and 30 minutes at 37°C.

In vivo anti-inflammatory treatment

Non Steroidal Anti-Inflammatory Drugs (AINS) treatment were performed by injecting
1ug of anti-cyclooxygenase-2 inhibitor: sc-236 (Sigma-Aldrich Chimie GmbH) every 2

days during 12 days. Tumour-bearing mice were sacrificed after 2 weeks.

RNA structure determination by in solution chemical and enzymatic probing
RNA preparation. As template for in vitro transcription, a PCR was made on the
plasmid Mouse VEGF-D 5'UTR with the oligos pair VEGF-D_3/VEGF-D_4. RNA was
thus transcribed in vitro using T7 RNA polymerase as previously described (Helfer et
al., 2014). Before use, RNAs were renatured by incubation for 1 min at 90°C in
RNase-free water, 1 min at 4°C, followed by an incubation step for 15 min at 20°C in
SBC buffer (50 mM sodium cacodylate pH 7.5, 10 mM MgCI2, 100 mM KCI).

RNA structure probing. RNase cleavage reactions and benzoyl-cyanide (Mortimer
and Weeks, 2009) modifications were performed on renatured RNA (0.5 and 3
pmoles, respectivelly) essentially as described (Helfer et al., 2014), in the presence
of 2 pg carrier tRNA at 20°C for 5 min and 1 min, respectively. Concentrations of the
RNAses were as follow: RNase V1 (Ambion) 0.0004-0.0002-0.0001 units/ul, RNase
T1 (Thermo Scientific) 0.005-0.05-0.1 units/pl, and RNase T2 (Mobitec) 0.00125-
0.0025-0.005 units/ul. The reactions were stopped by phenol extraction followed by

RNA precipitation. Benzoyl-cyanide concentrations were 10-50-150 mM.
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RNA primer extension analysis. The positions of cleavages and benzoyl-cyanide
modifications along the RNA sequences were assigned by primer extension. For
VEGF-D 5'UTR IRES analysis, primer extension was performed using the primer
VEGF-D_5 which was either radiolabelled or derivatized with the fluorophores VIC or
NED. Radiolabelled cDNA products were separated on 8% polyacrylamide sequence
gels containing 8 M urea, while the fluorescent cDNAs were used in the ABI 3130x!
Genetic Analyser capillary electrophoretic apparatus.

Primers :

VEGF-D_3: ATTCCCCATTCTCCATACATTTTGAATATTTTAAATGTCTACCG
VEGF-D_4: TAATACGACTCACTATAGGAAGATATGACCACCTCC

VEGF-D_5: GAATATTTTAAATGTCTACCG

Surface Plasmon Resonance assays

All binding studies based on SPR technology were performed on BlAcore T200
optical biosensor instrument (GE Healthcare). Immobilization of biotinylated VEGF-D
and EMCV IRES RNAs was performed on a streptavidin-coated (SA) sensorchip in
HBS-EP buffer (10mM Hepes pH 7.4, 150mM NaCl, 3mM EDTA, 0.005% surfactant
P20) (GE Healthcare). All immobilization steps were performed at a flow rate of 2
ul/min with a final concentration of 100ug/ml. Total amount of immobilized VEGF-D
and EMCV IRES RNAs was 552 RU and 650 RU respectively.

Binding analyses were performed with cell protein extract at 100 pg/ml over the
immobilized VEGF-D and EMCV IRES RNAs surface at 37°C and 42°C for 7 minutes
at a flow rate of 30 pl/min.

The channel (Fc1) was used as a reference surface for non-specific binding

measurements.
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The recovery wizard is used to recover selected proteins from cell protein extracts at
37 °C and 42 °C. This step is carried out with 0.1% SDS. Five recovery procedures
were performed to get enough amount of proteins for MS identification.

LC-MS/MS analyses were performed on Bruker Amazon ETD mass spectrometer.

Statistical Analysis

All statistical analyses were performed using a two-tailed Student's t-test or one-way
ANOVA. All experiments were performed three times, with one exception, where the
incidence of metastasis is reported as the average +/- SEM of three separate animal

experiments. All data presented are from a single representative experiment.
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SUPPLEMENTAL INFORMATIONS

Figure S1. Expression of endogenous VEGF-D in mice tissues.

(A) VEGF-D mRNA was detected in all mice tissues using RT-PCR analysis. (B)
VEGF-D protein analysis using westem blots shows an ubiquitous expression in mice
tissues except for organ that do not contain lymphatic vessels (brain) or are poorly

vascularized with lymphatic vessels (muscle).

Figure S2. Staining for lyve-1 (green), Podoplanin (red) and dapi (blue)
demonstrated a colocalization of the lymphatic markers (Merge, white arrows) in 4T1

and 67NR tumors. Bar:50um

Figure S3. Lymph node lymphangiogenesis in 4T1 and 67NR
draining (inguinal) lymph nodes was measured using Lyve-1
positive pixels densitometry analysis.

Lymphangiogenesis was induced in both 4T1 or 67NR tumor-

draining inguinal lymph nodes

Figure S4. (A B) VEGF-D IRES-dependent Firefly luciferase immunodetection in 4T1
(A) and 67NR (B) tumors.
(C,D) Leniviral transduction of 4T1 (A) and 67NR (B) cell lines do not affect tumor

growth

Figure S5. Two RNA forms can be observed on a native 5% acrylamide gel (in TB

1X with 2 mM MgCil2) in all the different conditions used to fold in vitro the 5’'UTR of
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VEGF-D mRNA. The lanes represent the following conditions: 1): RNA in water at
20°C; 2): RNA in SBC buffer at 20°C; 3): RNA thermally unfolded and then refolded
at 20°C in water; 4): RNA thermally unfolded and then refolded at 20°C in 10 mM
MgCI2; 5): RNA thermally unfolded and then refolded at 37°C in water; 6): RNA
thermally unfolded and then refolded at 37°C in 10 mM MgCi2; 7): RNA thermally

unfolded and then refolded at 20°C in SBC buffer.

Figure S6. Biomolecular interaction analysis (BIA) uses a surface plasmon
resonance phenomenon to characterize macromolecular interactions and has been
recently been optimized to enable the recovery and identification of interacting
molecules by coupling BIA with mass spectrometry (MS). BIA-MS has proven
successful in the identification of the partners in protein-protein interactions as it
provides a high sensitivity compared to classical affinity chromatography approaches
and permits identification from small quantities of bound ligands. This novel
technology was selected in the present study to search for proteins bound to the

VEGF-D IRES during heat shock stress and compared to EMCV viral IRES.

Figure S7. 4T1-bearing mice treated with NSAID exhibits no tumor

growth difference after 14 days with vehicule-treated mice.

Figure S8. Staining for lyve-1 (green) to quantify lymphatic vessels diameter using 5

measures (white arrow) per vessel.
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Figure S6

VEGF-D 37°C ,

Accession [Name MW (kDa) |pl Mascot Score | Peptides
FIBB Fibrinogen beta chain - Mus musculus 5472 8.83 |98.13 3
FIBG Fibrinogen gamma chain - Mus musculus 49.36 5.47 |143.13 8
NUCL Nucleolin - Mus musculus 78.68 4.53 |55.07 1
K1C10 Keratin, type | cytosqueletal 10 - Mus musculus 57.74 49 19252 4
K2C8 Keratin, type |l cytosqueletal 8 - Mus musculus 54.53 5.59 |90.65 2
K2C79 Keratin, type |l cytosqueletal 79 - Mus musculus 57.52 B8.62 |112.09 2
VEGF-D 42°C :

Accession |Name MW (kDa) |pl Mascot Score | Peptides
FIBB Fibrinogen beta chain - Mus musculus 54,72 6.83 |170.56 7
ROAA Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A/B - Mus musculus  [30.81 8.74 |854 3
CERU Ceruloplasmin - Mus musculus 121.07 5.47 |48.35 2
NUCL Nucleolin - Mus musculus 76.68 453 (13161 3
K1C10 Keratin, type | cytosqueletal 10 - Mus musculus 57,74 490 ]231.86 ]
K2C79 Keratin, type Il cytosqueletal 79 - Mus musculus 57.52 862 |97.41 3
K2c8 Keratin, type Il cytosqueletal 8 < Mus musculus 54.53 5.59 |132.68 5
EMCV 37°C

Accession  |Name MW (kDa} |pl Mascot Score | Peptides
FIBB Fibrinogen beta chain - Mus musculus 54.72 683 18841 7
FIBG Fibrinogen gamma chain - Mus musculus 49.36 547 |171.7 4
NUCL Nucleolin - Mus musculus 76.78 4.53 |111.0 3
K1C10 Keratin, type | cytosqueletal 10 < Mus musculus 57.74 490 22294 5
K2C79 Keratin, type Il cytosqueletal 79 - Mus musculus 5752 8.62 |74.48 2
PA2GA Proliferation-assoclated protein 2G4 - mus musculus 431,67 6.44 |31255 7
EMCV 42°C

Accession  |Name MW (kDa) |pl Mascot Score | Peptides
FIBR Fibrinogen beta chain - Mus musculus 54,72 6.83 |129.68 5
FIBG Fibrinogen gamma chain - Mus musculus 49.36 547 ]190.82 8
NUCL Nucleolin - Mus musculus 76.68 4.53 |89.37 2
K1C16 Keratin, type | cytosqueletal 16 - Mus musculus 51.57 498 |48.87 1
K2C8 Keratin, type Il cytosqueletal 8 - Mus musculus 54,53 5.59 |B9.08 &
K22E Keratin, type |l cytosqueletal 2 epldermal - Mus musculus 70.88 9.07 [128.27 2
K1C10 Keratin, type | cytosgueletal 10 - Mus musculus 57.74 490 |217.37 5
K2C79 Keratin, type Il cytosqueletal 79 - Mus musculus 57.52 8.62 |90.1 2
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C. Discussion

Dans le cas du carcihome mammaire inflammatoire, un mécanisme de
reprogrammation de l'initiation de la traduction caractérisé par une surexpression de
elF4G et 4E-BP1 a été identifié au cours du développement tumoral [258]. Dans
cette étude, nous avons mis en évidence une co-localisation de ces marqueurs avec
le VEGF-D dans des tumeurs mammaires humaines suggérant une traduction cap-
indépendante du VEGF-D. De plus, cette étude a permis d’identifier un élément IRES
situé dans la région 5’NT de 'ARNm de ce facteur et activé en conditions de stress.
De fagon intéressante, cet IRES est activé par une augmentation de la température
ce qui distingue le VEGF-D des autres facteurs lymphangiogéniques possédant un
IRES activé par I'hypoxie (VEGF-A, VEGF-C, FGF2). De plus, contrairement au
VEGF-C dont I'lRES s’activait dans plusieurs types de cancers, I'activation de I'|RES
du VEGF-D n’est retrouvée in vitro et in vivo que dans le cadre du carcinome

mammaire inflammatoire

Le passage d’'un mécanisme de traduction coiffe-dépendant vers un mécanisme de
traduction IRES-dépendant du VEGF-D requiert la présence de protéines
régulatrices appelées ITAFs. Nos travaux révélent que la nucléoline, protéine
impliquée dans la régulation de la transcription des ARN ribosomiques et déja décrite
comme un ITAFs pour des IRES viraux et pour 'lRES de Sp-1 (facteur de
transcription impliqué dans la progression tumorale) [259, 260], passe du noyau vers
le cytoplasme en réponse a un choc thermique et se lie a I'lRES du VEGF-D. Son
réle d’'ITAF est confirmé par la diminution de 'activité de I'|RES du VEGF-D observée

aprés inactivation de la nucléoline par siRNA.

Il a récemment été montré que des inhibiteurs de Cox-2, un des traitements anti-
inflammatoires les plus utilisé, réduisait la dilation des vaisseaux lymphatiques
collecteurs induite par le VEGF-D et donc la dissémination métastatique. Notre étude
vient confirmer ces résultats en apportant des précisions sur le mécanisme
moléculaire : nous avons en effet constaté que ce traitement induisait une diminution
de I'expression du VEGF-D en inhibant I'activité IRES de ce facteur. Cette inhibition

est permise par un ciblage direct de I'expression de la nucléoline.
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lll. L’hormonothérapie induit le développement du lymphoedéeme

en inhibant I'effet bénéfique des estrogénes sur le systéme

lymphatique.

Présentation de I’étude

Le lymphcedéme secondaire aprés cancer du sein est une pathologie du systéeme
lymphatique caractérisée par une inhibition du drainage lymphatique et une
accumulation de fluides, de tissu adipeux et de fibrose dans un bras aprés une
mastectomie associée a un curage ganglionnaire. Dix a quinze pour cent des
femmes développent cette pathologie aprés la chirurgie. Cette pathologie
handicapante et trés douloureuse peut conduire dans les cas les plus sévéres a une
amputation ou a une immunodéficience grave. Malgré cela les traitements
disponibles restent limités et uniquement symptomatiques consistant en des
bandages de contention et des massages. Dans cette étude, nous émettons
I'hypothése que le développement d’'un lymphoedéme n’est pas uniquement un effet

secondaire d a la chirurgie mais est associé aux traitements anti-cancéreux utilisés.

Le récepteur aux cestrogenes (Era) est une cible majeure dans le cadre du cancer du
sein : approximativement soixante-dix pour cent des cancers du sein étant Era-
positifs. Le traitement de référence pour ses cancers est le tamoxiféne, un
modulateur sélectif du récepteur aux cestrogenes (SERM). Par ailleurs, le contréle
hormonal du systeme lymphatique est un domaine encore largement inconnu et si le
réle des cestrogénes, particulierement celui du 17p-estradiol (E2), est bien connu
pour le systéme vasculaire, aucune données n’est actuellement disponible en ce qui

concerne les lymphatiques.

Cette étude a donc pour but, dans un premier temps de créer un nouveau modéle
murin de lymphcedéme secondaire reproduisant la pathologie humaine puis d’étudier
les effets de 'E2 et du tamoxiféne sur I'endothélium lymphatique afin de prédire

'impact des thérapies anti-cancéreuses sur le développement du lymphoedéme.

Contrairement aux travaux précédents, ces résultats n’ont pas été publiés pour le

moment et seront donc présentés en francgais.
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Résumé

Plus de 10 pour cent des patients atteints par un cancer de sein développent un
lymphoedéme secondaire dans les semaines ou les mois suivant la chirurgie et la
radiothérapie. Le lymphcedéme désigne une pathologie ou la fonction lymphatique
est compromise provoquant une accumulation massive de fluides et de tissu
adipeux. Bien que ce soit une maladie handicapante relativement fréquente, les
traitements disponibles sont limités et peu efficace.

Dans cette étude nous avons développé un nouveau modéle murin de lymphcedeme
secondaire associant une mastectomie a une ablation des ganglions axillaire et
brachial. Nous observons la formation d’'un lymphcedéme deux semaines apres
chirurgie ainsi qu'une accumulation massive de fluides et de lipides au niveau du
derme. Afin d’étudier les effets des cestrogénes sur I'endothélium lymphatique, les
souris ont été ovariectomisées et traitées par des doses de 17BEstradiol délivrées
quotidiennement (80ug/kg/j).

De facon surprenante, nous observons que l'estradiol protége de l'ocedéme et
restaure le flux lymphatique. L’estradiol maintient la fonctionnalité du réseau
lymphatique en activant la synthése d’acide hyaluronique dans la peau in vivo et en
induisant la migration, la tubulogenése et la formation de filopode par les cellules
endothéliales lymphatiques in vitro en ciblant le VEGFR-3.

Afin d’évaluer les effets de I'hnormonothérapie sur le lymphcedéme, les souris ont
également été traitées avec du tamoxiféne, le modulateur sélectif des récepteurs aux
cestrogénes le plus utilisé dans le traitement du cancer du sein. Nous avons constaté
que les effets protecteurs de l'estradiol sur I'endothélium lymphatique étaient abolis
par un traitement chronique au tamoxifene mais non par des injections ponctuelles.
Nous observons une désorganisation massive du réseau lymphatique associée a
une inhibition du drainage lipidique. Cet effet délétére est associé a une modification
de la composition de la matrice extracellulaire ainsi qu’a une diminution de la
formation des filopodes dans les cellules endothéliales lymphatiques.

En conclusion, cette étude démontre pour la premiére fois, I'effet bénéfique de
I'estradiol sur I'endothélium lymphatique. Nous démontrons que I'’hormonothérapie
abolit cet effet en désorganisant le réseau lymphatique et en modifiant le
microenvironnement. Ces travaux apportent donc de nouveaux éléments pour la
compreéhension de la prévalence du lymphcedéeme et constituent une premiéere étape
vers la mise au point d’'un traitement du lymphoedéme secondaire.
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A. Introduction

Le systéme lymphatique est un systéme unidirectionnel composé de
capillaires hautement perméables et de vaisseaux collecteurs qui drainent les fluides
interstitiels, les graisses et les cellules immunitaires dans les ganglions lymphatiques
puis rejoint la circulation sanguine via les veines sous-claviaire. [261]. Une perte de
fonction de ce systéme va provoquer des pathologies telles que la dissémination
métastatique, le lymphoedéme et un certain nombre de maladies inflammatoires.
[262].

Le lymphcedéme est une perturbation du systeme lymphatique caractérisée
par un drainage lymphatique inhibé et une accumulation de tissu adipeux et de
fibrose dans les membres supérieurs aprés une mastectomie associée a un curage
ganglionnaire dans le cadre du cancer du sein. 10 a 15% des femmes
développement un lymphoedéme aprés cette opération. C’est une pathologie
chronique qui peut conduire a une immobilisation, une amputation et une
immunodéficience sévére. Bien que ce soit une maladie handicapante relativement
fréquente, les traitements disponibles consistent en des manchons de contention ou
des massages visant a stimuler manuellement le drainage lymphatique et sont limités

et peu efficaces.

Récemment, les procédures chirurgicales ont été améliorées afin de réduire le risque
de développement du lymphoedéme : des biopsies des ganglions sentinelles sont
réalisées ceci afin de réaliser uniquement I'ablation des ganglions touchés par des
métastases et non de lintégralit¢ de la chaine ganglionnaire. Le risque de

développer un lymphcedéme est en effet corrélé au nombre de ganglions retirés

En dépit de ces améliorations, le lymphoedéme reste un effet secondaire courant de
la chirurgie associée au cancer du sein. Dans cette étude nous émettons I'hypothése
que le développement du lymphcedéme n’est pas seulement relié au processus
chirurgical mais est également fortement influencé par les traitements anticancéreux

utilisés.

Les recherches sur le réle du systeme lymphatique dans le développement du

lymphcedeme ont longtemps été limitées par un manque de modéles expérimentaux.
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Cependant, un modéle murin de lymphocedéme observé aprés une incision
circonférentielle au niveau du derme de la base de la queue a été récemment décrit
[263]. En parallele, un lymphoedéme primaire humain a pu étre reproduit chez la
souris par des mutations inactivatrices hétérozygotes sur le géne codant pour le
récepteur des VEGF-C et -D, le VEGFR-3 [264]. Dans cette étude, nous
développons un nouveau modéle de lymphoedéme secondaire lié au cancer du sein
induit par une mastectomie associée a une ablation des ganglions lymphatiques

axillaire et brachial.

Etant donné que le lymphcedeme a été corrélé a I'ilndice de Masse Corporelle
(IMC) [265] et que la majorité des facteurs de croissance lymphangiogéniques
impliqués dans la prolifération, la migration et la survie des CELs sont produits par le
tissu adipeux [266], nous émettons I'hypothése que les traitements anticancéreux
peuvent affecter la synthése des facteurs lymphangiogéniques en ciblant le tissu

adipeux et donc, indirectement, la fonction de drainage des vaisseaux lymphatiques.

La régulation du réseau lymphatique par les hormones demeure encore
aujourd’hui un domaine largement inexploré. Le rble des cestrogenes,
particulierement du 17B-estradiol, est clairement établi dans la reproduction et le
développement des organes sexuels ainsi que dans de nombreux processus
physiologiques incluant le systéme cardiovasculaire [267]. L’'E2 induit la production
de molécules vasodilatatrices telles que le monoxyde d’azote (NO) et de molécules
anti-oxydantes telles que la prostaglandine et des dérivés des cyclooxygénases
[268-271]. Caractériser les mécanismes moléculaires responsables des effets
protecteurs des cestrogénes dans les maladies coronariennes reste un challenge
majeur en Clinique, les femmes ayant moins de risques comparé aux hommes avant
la ménopause. L’effet athéroprotecteur des cestrogénes a été clairement décrit dans
les modéles animaux [272, 273]. Cet effet est en partie d0 a I'action synergique de
'E2 avec les facteurs de croissance endothéliaux VEGF-A et FGF2 [274].

Les effets biologiques de I'E2 sont initiés aprés sa liaison aux récepteurs des
cestrogénes a et B, (Era et B) une sous-famille de récepteurs nucléaires ayant une
activité ligand-inductible de facteurs de transcription [275, 276]. L’effet endothélial de
'E2 est majoritairement induit par Era, compose d’'un domaine de liaison a '’AND
(DBD) et de deux domaines trans-activateurs (AF1 et AF2) [277]. Malgré une
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littérature abondante sur les effets de I'E2 sur I'endothélium vasculaire, rien n’est
connu sur ses effets sur I'endothélium lymphatique alors qu’il semble que ce soit un
facteur important notamment dans le cadre du lymphcedéme primaire [278]. Le
récepteur aux oestrogenes a est une cible thérapeutique majeure dans le cas du
cancer du sein [279]. En effet, approximativement 70% des cancers du sein sont
Era-positifs et traités par des thérapies hormonales [280]. Dans ce contexte, le
tamoxiféne, un modulateur sélecteur du récepteur aux cestrogénes (SERM) a été
utilisé comme traitement pendant prés de 40 ans et est utilisé comme
chemoprévention depuis 10 ans [281]. Il a été le premier SERM a étre appliqué en
clinique pour les patients atteints de cancer du sein Era-positifs [282]. Le tamoxiféne

a également été testé dans le cadre des maladies coronaires [283].

L’hormonothérapie (HT) a été décrite comme ayant un effet bénéfique sur les
maladies coronariennes dans des études observationnelles, mais ces résultats ont

été remis en question par plusieurs essais cliniques randomisés (WHI, HERS, ERA).

A la suite de I'essai WHI (Women Health Initiative), un regain d’'intérét a été
porté a I'action des SERM sur le systéme cardiovasculaire. Les SERM peuvent en
effet avoir une activité agoniste ou antagoniste du récepteur aux ocestrogénes en

fonction du tissu ciblé.

Dans cette étude, nous étudions les effets des cestrogénes sur I'endothélium
lymphatique. Puis nous nous intéressons aux effets du tamoxifene sur le drainage et
la fonction lymphatique afin de prédire son impact sur le développement du
lymphcedéme secondaire associé au cancer du sein. Ce projet est directement relié
aux aspects médicaux de la qualité de vie aprés le cancer du sein car aucun
traitement, excepté des manchons de contention ou des massages, n’est
actuellement proposé aux femmes atteintes par un lymphoedéme aprés avoir eu un

cancer du sein.
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B. Résultats

Une ablation de la seconde glande mammaire ainsi que des ganglions axillaire et
brachial a été réalisée sur des souris C57BI/6 de 6 semaines (Fig. 1A). Les souris
développent, de fagon reproductible, un cedeme au bout d’'une période de deux
semaines. (Fig.1B,C). Le volume de la patte atteint son maximum deux semaines
aprés chirurgie (20-25% d’augmentation de diamétre). La résorption de I'cedéme
intervient quatre semaines apreés la chirurgie comme l'indique la mesure du diamétre
de la patte (Fig.1C) et de I'épaisseur du derme (Fig.1D). En paralléle, nous avons
évalué la fibrose de la peau par une coloration au trichrome de Masson. Nous
démontrons une accumulation de la fibrose dans la peau lymphoedemateuse
corrélée a un développement de I'cedéme (Fig.1E) alors qu’aucune modification de la
surface des adipocytes n’a été observée (Fig.1F). Afin d’évaluer I'inflammation dans
ce modéle, nous avons effectué une immunodétection des macrophages a la foi au
niveau superficiel et profond (Fig.1G). Nous observons une infiltration des
macrophages une semaine apres chirurgie dans les deux tissus alors qu’aucune
infiltration n’a pu étre détectée deux semaines aprés chirurgie suggérant que le
développement de I'cedéme n’est pas induit par une inflammation locale induite par

la chirurgie (Fig.1G).

La technologie des micro-ondes repose sur les propriétés électriques spécifiques des
tissus vivants tels que la peau, le muscle, le tissu adipeux qui se distinguent de celles
des gaz (air) ou d’autres matériaux solides (verre, plastique). Ces propriétés
électriques montrent une forte dépendance a la fréquence des ondes utilisées
(frequence de dispersion) et exhibent une signature spécifique de réflexion et
d’absorption des ondes (Fig. 11). Il est maintenant bien admis que les interactions
tissue-micro-ondes sont dictées par la quantité d’ions et d’eau contenue dans un
tissu donné. Au cours de cette étude, nous développons un systéeme original de
senseur utilisant les micro-ondes pour mesurer 'cedéme du membre supérieur. Nous

détectons un changement significatif du coefficient de réflexion dans la patte
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lymphoedemateuse comparée a la patte contréle suggérant une accumulation d’eau

et d’ions au cours de 'oedéme (Fig. 1J).

Afin d’étudier les effets des cestrogénes ou de I'hormonothérapie sur I'endothélium
lymphatique, les souris ont été ovariectomisées a semaines, un age correspondant a
la puberté, et des pastilles d’'E2 (0,1mg), de tamoxiféene (5mg) ou de placebo
délivrant une dose constante pendant 60 jours ont été implantées en sous-cutanée
dans le dos des animaux (Fig.2A). Une mastectomie et une ablation des ganglions
ont été réalisées sur des animaux de 6 semaines et le lymphcedéme a été observé
deux semaines apres chirurgie (Fig.2A). Un lymphcedéme se développe dans les
souris ovariectomisées ou traitées au tamoxiféne tandis qu’aucun cedéme n’a pu étre
détecté dans les souris traitées a 'E2 suggérant un effet protecteur des cestrogénes
(Fig. 2B). En dépit d’'une absence de modification macroscopique nous observons
une modification dans le contenu en eau et en ions des pattes des souris traitées a
'E2 en utilisant le senseur a micro-ondes (Fig.2C) démontrant un réel effet de la
chirurgie sur la peau des pattes des souris. Cet impact sur les le contenu en fluides
de la peau est aggravé dans les souris traitées au tamoxifene (Fig. 2C). De fagon
surprenante, la fibrose est réduite a la fois dans les groupes E2 et tamoxiféene
suggérant un effet agoniste du tamoxiféne sur la synthése de la matrice

extracellulaire (Fig. 2D).

En utilisant une technique de lymphographie développée au laboratoire, nous avons
étudié les effets des traitements sur les capillaires superficiels et les vaisseaux
collecteurs situés plus profondément dans la peau (Fig.2 E-V). Dans la peau
contréle, aucun effet sur le drainage lymphatique n’est observé dans les souris
ovariectomisées (Fig.2E) et traitées a 'E2 (Fig.2F). A l'inverse, nous observons une
perturbation du drainage des capillaires lymphatiques (Fig.2G) qui n’est pas associé
a une fuite de fluides dans les souris traitées au tamoxiféne (Fig.2M). En paralléle,
aucun effet n'a été observé sur les vaisseaux collecteurs profonds suggérant un effet
restreint au réseau des capillaires lymphatiques (Fig.20-R). Dans les pattes

lymphoedemateuses, la fuite des fluides des capillaires lymphatiques et leur
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accumulation dans le tissu est réduite dans les souris traitées a I'E2 par rapport aux
souris ovariectomisées (Fig.2l,J, N). Dans ce contexte, le tamoxiféne aggrave la fuite
de fluides (Fig.2K,L,N). La encore aucun effet n'a été observé sur les vaisseaux
(Fig.2S-V).

Afin d’étudier les effets de l'estradiol sur les cellules endothéliales lymphatiques
(CEL), nous avons réalisé des RT-PCR sur les ER alpha et beta sur des ARN totaux
de CEL. Nous démontrons que seul le récepteur Era est exprimé par les CELs (Fig.
3A). Afin d’étudier le réle des cestrogénes sur I'endothélium lymphatique, nous avons
réalisé des immunodétections sur trachées entieres de souris déficientes pour Era et
Erg (Fig.3 C,D). Aucune modification morphologique n’a pu étre détectée dans ces
souris par rapport aux contréles suggérant un role restreint a un endothélium soumis

a un stress (Fig.3 C,D).

En paralléle, des RT-qPCR ont été réalisées pour évaluer I'expression de TARNm du
VEGF-C et VEGF-D dans la peau et le tissu adipeux (Fig. 3E-F). Nous observons
une diminution des deux ARNm a la fois dans la peau (Fig. 3E) et dans le tissu
adipeux (Fig. 3F) des souris traitées a I'E2 et au tamoxifene. A l'inverse, TARNm du
VEGF-D n’est pas induit dans la peau (Fig.3E), mais est fortement régulé dans le
tissue adipeux par 'E2 mais pas par le tamoxiféne (Fig. 3F) suggérant un effet tissu-
spécifique des cestrogenes. Afin de déterminer les effets des cestrogénes sur les
CELs, nous avons étudié le niveau d’expression du VEGFR-3. Le VEGFR-3 est
fortement régulé dans la peau par 'E2 mais cet effet n’est pas observé lors d’'un

traitement au tamoxiféne (Fig 3G).
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Figure 1 : Mise au point d’'un nouveau modéle murin de lymphoedéme secondaire associée au cancer du sein

Une mastectomie associée a une lymphadenectomie a été réalisée sur des souris de 6 semaines (A). Un lymphoedéme est

observé deux semaines apres chirurgie (B,C). Il est caractérisé par un épaississement de I'épiderme (D), une accumulation de

fibrose (E) mais aucune modification de la surface adipocytaire n'a pu étre constatée (F). Immunomarquages F4/80-DAPI

montrant une infiltration de macrophages a une semaine post-chirurgie (G,H). Détection de I'accumulation de fluides dans la
patte lymphoedemateuse a I'aide d’'un senseur a micro-ondes (1,J)
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'accumulation de fluides (C) et de fibrose (D). Lymphangiographies réalisées aprés injection de FITC-dextran dans le plexus
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Ces données suggerent un effet agoniste du ER pour le tamoxiféne sur la synthése

du VEGF-D mais pas sur celle du VEGFR-3. Etant donné que la signalisation induite

par le tamoxiféne lors de sa fixation sur Era est dépendante du domaine AF1 de ce

récepteur, ces données semblent indiquer que la synthése de VEGF-D est AF1-

dépendante tandis que celle de VEGFR-3 semble passer par AF-2. En paralléle,

nous avons étudié les effets de I'cestrogéne sur le marqueur lymphatique Lyve-1.

Comme observé pour le VEGFR-3, Lyve-1 semble étre régulé par 'E2 mais pas par

le tamoxiféne (Fig. 3B). La surexpression de ’TARNm du VEGFR-3 et du Lyve-1 in

vivo nous conduit donc a étudier plus en détail le réle des cestrogenes sur la

lymphangiogenése cutanée.
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Flgure 3 : Les effets protecteurs de I'estradiol sur les lymphatiques sont induits par le récepteur ER alpha.

Analyses de RT-gqPCR effectuées sur les prélevements de peaux des pattes des souris afin de détecter les récepteurs aux
cestrogénes (A) et le récepteur Lyve-1 (B). Immunomarquage Lyve-1 réalisé sur oreilles entieres de souris déficientes en ERa
(C) et ERB (D). Analyses de RT-gPCR effectuées sur les préléevements de peaux et de tissu adipeux des pattes
lymphoedemateuses afin de détecter les VEGF-C et VEGF-D (E,F) et le VEGFR-3 (G).
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Afin d’étudier l'effet des ocestrogénes sur la peau lymphoedemateuse, nous avons
réalisé une coloration au trichrome de Masson afin d’évaluer la morphologie de la
peau (Fig4d. A-E). La taille du derme est réduite dans les souris traitées a I'E2 par
rapport aux souris ovariectomisées (Fig 4 A,B, E), alors que le tamoxiféne n’a aucun
effet sur I'épaisseur du derme (Fig. 4C,E). En utilisant un immunomarquage au Lyve-
1 nous avons évalué la lymphangiogenese cutanée (Fig 4.F-J). Tous les traitements
induisent la lymphangiogenése comparé aux souris ovariectomisées (Fig 4. F-J). Cet
effet est associé a une augmentation du contenu en acide hyaluronique du derme
des souris traitées a 'E2 (Fig. 4K,L,0) et dans une moindre mesure dans les souris
traitées au tamoxiféne (Fig. 4K,M,0). Cette accumulation d’acide hyaluronique peut
en partie étre expliqué par I'étude de l'expression des hyaluronane synthases
(HAS).L’estradiol stimule fortement la quantité d’ARNm des HAS2 et HAS3 Estradiol

alors que l'effet du tamoxifene est restreint a 'HAS2 (Fig.4P).

Afin d’étudier les conséquences de la variation de I'expression des facteurs de
croissances induite par les cestrogenes dans le tissu adipeux, nous avons analysé la
morphologie des adipocytes dans la peau lymphoedemateuse. L'E2 et le tamoxiféne
induisent tous les deux une diminution de la taille des adipocytes comparé aux
animaux contréles (Fig. 5A-E) ce qui corréle avec une modification de la sécrétion
d’adipokines. Nous avons ensuite effectué une coloration a I'huile rouge associée a
un immunomarquage Lyve-1 afin d’évaluer le drainage des lipides par les
lymphatiques de la peau (Fig 5. F-J). Des gouttelettes lipidiques ont pu étre
visualisées dans les vaisseaux lymphatiques des souris controles et traitées a I'E2
(Fig. 5F-G-J), alors qu’une absence de gouttelettes lipidiques a été constatée dans

les lymphatiques des souris traitées au tamoxiféne. (Fig.5 F-H-J).
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Coloration au trichrome de Masson réalisée sur les peaux des pattes lymphoedemateuses de souris (A-D) et quantification de I'épaisseur
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Marquage des glycosaminoglycanes au bleu alcian (K-N) et quantification de la surface marquée (O). RT-qPCR réalisées sur les mémes
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Afin de comprendre comment le tamoxiféne peut affecter la fonction des vaisseaux
lymphatiques sans affecter leur densité, nous avons réalisé des immunodétections
sur organes entiers dans trois territoires richement vascularisés par le systéme
lymphatique : l'oreille, la trachée et le diaphragme (Fig.6). L’estradiol n’affecte pas le
réseau lymphatique comparé aux souris ovariectomisées (Fig6A-B, F-G, K-L, P-O).
De facon surprenante, nous démontrons une diminution massive du nombre de
connections entre les vaisseaux dans les animaux traités au tamoxiféne (Fig. 6C-
H,M-R-E-J-O-T). Cette inhibition coincide avec une forte diminution du nombre de
filopodes suggérant une perturbation dans I'adhésion des lymphatiques avec leur

microenvironnement (Fig. 6J).

Afin d’évaluer les effets de 'E2 sur les CEL in vitro, nous avons réalisés des tests de
survie, de migration, de prolifération et de tubulogenése (Fig.7). Aucun des
traitements n’affecte la survie (Fig. 7A) ou la prolifération des cellules (Fig. 7C). Le
tamoxiféne inhibe en revanche la migration (Fig.7B), et la tubulogenése induite par
'E2 (Fig. 7D-l1) démontrant sur ce type cellulaire un effet d’antagoniste partiel du

tamoxiféne sur Era.

Afin d’étudier si le tamoxiféne modifiait la morphologie des CELs nous avons réalisé
des immunodétections de la Phalloidine. Nous avons observé que, par comparaison
au controle et aux cellules traitées a I'E2 (Fig.7 J-L,O), les cellules traitées au
tamoxiféne possédait moins de filopodes (Fig.7 M-O). Cet effet reproduit les
modifications de la morphologie des vaisseaux lymphatiques observées
précédemment in vivo.
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Figure 6 :Le tamoxiféne réduit les interactions entre vaisseaux lymphatiques en inhibant la formation des filopodes

Immunomarquage Lyve-1 réalisé sur trachées entiéres (A-l) et quantification du nombre de points de branchement (E) et de
filopodes (J). Immunomarquage Lyve-1 réalisé sur diaphragmes entiers (K-N) et quantification du nombre de points de

branchement (O).

branchement (T).
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Un dosage du lactate dans le surnageant des CELs a été effectué afin d’évaluer leur survie aprés 24h de traitement (A). Un test
de migration de type test de blessure a été réalisé sur les CEL, I'évaluation de la migration est mesurée 24h apres la blessure
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la phalloidine réalisée sur les CELs (J-N) et quantification du nombre de filopodes aprés 24h de traitement (O).

131



C. Discussion

L’étude du lymphoedéme spécifique au cancer du sein a longtemps été limitée par le
manque de model murin reproduisant la pathologie humaine. Notre étude a permis
de mettre au point un nouveau modéle animal basé sur une mastectomie associée a
une ablation des ganglions lymphatiques axillaire et brachial. Cette chirurgie induit un
développement d’'un cedéme localisé dans le membre supérieur. De plus, nos
analyses ont révélé que cet cedéme est caractérisé par un épaississement de la
peau, une accumulation de fluides et de fibrose tout comme dans les cedémes

humains.

Seul 10 a 20% des patientes développent un lymphoedéme aprés chirurgie, il est
donc essentiel de détecter le plus t6t possible la déficience de la fonction
lymphatique pour commencer les traitements de fagon précoce et ainsi améliorer leur
efficacité. Dans notre étude, nous avons développé un systéme basé sur les
propriétés de réflexion des micro-ondes des fluides intratissulaires pour détecter de
facon précoce l'accumulation de fluides avant l'apparition des caractéristiques

macroscopiques du lymphocedéme.

Ces travaux ont également révélé, pour la premiere fois dans un tissu autre que
I'utérus, un effet direct de I'estradiol sur I'endothélium lymphatique. In vitro, I'estradiol
induit de fagon spécifique la migration et la tubulogenése mais pas la prolifération.
Cet effet bénéfique de I'estradiol semble étre d0 a une action sur le sprounting des
CELs, I'E2 induisant une surexpression du VEGFRS3, régulateur clé du sprouting des
cellules endothéliales, et favorisant la formation des filopodes aussi bien in vitro qu’in

Vivo.

De plus, un facteur de risque pour le développement du lymphoedéme autre que la
chirurgie a pu étre identifié par cette étude. Le traitement de référence pour le cancer
du sein hormono-dépendant, le tamoxiféne, supprime non seulement [effet
bénéfique de I'estradiol mais aggrave le lymphoedéme et retarde sa résorption chez
les animaux n’ayant recu que ce SERM. Cet effet délétére sur 'oedéme est d0 a une
inhibition de la formation des filopodes, induite par une inhibition de I'expression de
VEGFR-3, provoquant une désorganisation du réseau lymphatique. Cet impact sur

les vaisseaux lymphatiques induit une perte de la fonction de ces vaisseaux en
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supprimant leur capacité de drainage des fluides et des lipides laissant donc ces

composeés s’accumuler dans les tissus.

Ces découvertes mettent en lumiere la nécessite de développer de nouveaux
traitements efficaces contre le cancer du sein tout en ayant un impact limité sur le

réseau lymphatique.
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DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES

L’induction de la lymphangiogenése lors de processus pathologiques (cancer,
inflammation) est un phénomeéne bien connu, de méme que la corrélation de cette
croissance de nouveaux vaisseaux lymphatiques avec I'augmentation de I'expression
des VEGF-C et —-D. Néanmoins, les mécanismes moléculaires permettant la
synthése de ces facteurs sont encore mal connus, la plupart des stress cellulaires
inhibant la traduction globale des protéines cellulaires en agissant sur la coiffe des
ARNm.

Mes travaux de thése ont contribué a l'identification d’'une structure IRES dans la
région 5’NT de 'ARNm du principal facteur lymphangiogénique : le VEGF-C. Cet
IRES assure la régulation de la traduction du VEGF-C en conditions hypoxiques
selon un mécanisme de traduction indépendant de la coiffe. Les vaisseaux
lymphatiques étant eux-mémes en hypoxie, la mise en évidence de ce mécanisme
d’expression permet d’expliquer le lien déja constaté entre stress hypoxique,
progression tumorale et lymphangiogenése. Lorsqu’une cellule tumorale se retrouve
en hypoxie, elle va s’adapter en passant d’'une traduction coiffe-dépendante du
VEGF-C a une traduction IRES-dépendante, le VEGF-C ainsi produit accélérant

ensuite la lymphangiogenéese tumorale.

L’un des résultats majeurs de cette étude a été la découverte d’une activité de I'lRES
du VEGF-C trés supérieure dans les cellules tumorales ayant disséminées dans les
ganglions tumorales par rapport aux cellules composant la tumeur primaire. Etant
donné que les tumeurs sont composées d’une alternance de zones normoxiques et
hypoxiques tandis que les vaisseaux et les ganglions lymphatiques sont soumis a
une sévere hypoxie, ce résultat confirme l'importance du contréle exercé par

I’hypoxie sur le niveau d’activation de I'lRES du VEGF-C.

Néanmoins, les acteurs impliqués dans l'activation hypoxique de la traduction IRES
dépendante restent encore a identifier. En effet, mes travaux ont contribué a montrer
que cette activation de 'IRES du VEGF-C était indépendante de HIF1-a, principal
facteur de réponse cellulaire a I'hypoxie et le ou les ITAF(s) responsable(s) de

I'activation de cet IRES n'ont pu étre identifié(s). Le promoteur du VEGF-C ne
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comportant pas de HRE, une intervention d’'un autre facteur de transcription de la
méme famille tel que HIF2 semble également peu probable. Cependant, 'hypoxie
induit la synthése de nombreux autres facteurs de transcription (notamment ATF4
dont I'importance dans le processus tumoral a déja été démontrée [284]) qui
pourraient induire la transcription d’'un ITAF de I'lRES du VEGF-C. Il est également
envisageable que ces ITAFs soient directement sensibles a la concentration en
oxygene intracellulaire : de fagon inverse aux prolyl-hydroxylases qui utilisent 'O,
comme cofacteur, 'oxygéne aurait une action inhibitrice sur ces ITAFs abolie lors de
I'hypoxie. De plus I'hypoxie diminue la synthése protéique globale principalement en
inhibant mTORC1 [285]. La encore I'hypothése d’un inhibiteur de I'l'TAF de I'IRES du
VEGF-C synthétisé en normoxie mais dont la synthése est stoppée en hypoxie peut
étre envisagée. Un lien étroit a également été montré entre hypoxie, réponse au
stress lié a 'accumulation de protéines mal repliées (réponse UPR) et progression
tumorale. L’hypoxie active en effet les protéines chaperonnes PERK et IRE1 dont
'expression a pu étre directement corrélée a la survie et la croissance tumorale
[286]. Ces chaperonnes pourraient agir non pas sur I'expression d’un éventuel ITAF
de I'IRES de VEGF-C mais sur sa conformation pour le faire passer d’'une forme

inactive en normoxie a une forme active spécifiquement en hypoxie.

Outre leur lien avec I'hypoxie, les éventuels ITAFs de I'lRES du VEGF-C semblent
étre intimement lié au processus tumoral. Nous avons en effet réalisé des
transductions de fibroblastes a l'aide des vecteurs bicistroniques décrits dans cette
étude (données non présentées) et avons mis en évidence une traduction IRES-
dépendante présente a un niveau basal mais non activée par 'hypoxie dans ces
cellules. Méme si il serait nécessaire de tester un grand nombre de lignées
cellulaires difféerentes pour I'affirmer ce résultat tend néanmoins a montrer que
I'expression ou I'activation des ITAFs de I'lRES du VEGF-C semble aller de pair avec
le développement tumoral. Ceci est d’autant plus important qu’alors que les IRES, du
fait de la difficulté d’agir spécifiquement sur un ARNm, ne constituent pas une cible
thérapeutique aisée, la nature protéique de leurs ITAFs permet un ciblage plus
classique et fait d’eux des cibles de choix dans le cadre d'une stratégie

thérapeutique.

Mes travaux de thése ont également permis de découvrir la présence d’un élément

IRES sur TARNm de l'autre facteur lymphangiogénique majeur : le VEGF-D.
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Contrairement au VEGF-C, 'lRES du VEGF-D est activé par un stress thermique et
présente une forte spécificité d’activation puisque son activation n’est retrouvée que

dans une lignée de tumeur mammaire métastatique.

En plus de I'IRES, nous avons cette fois pu identifier également I''TAF responsable
de sa régulation : la nucléoline. Si la fixation de la nucléoline sur I'lRES du VEGF-D
et son rble direct dans sa capacité a initier la traduction, son mécanisme d’action sur
'IRES reste encore a déterminer. L’analyse de la structure de la région 5NT de
'’ARNm du VEGF-D nous a révélé deux structures alternatives mais nous n’avons pu
établir si la fixation de I''TAF sur 'RES déclenchait le passage d’'une structure
« inactive » a une structure « active » pour initier la traduction ou si I'lRES modifiait

spontanément sa structure en conditions de stress facilitant ainsi la fixation de I'I'TAF.

La fonctionnalité de cet IRES a pu étre validée in vivo mais uniquement dans un
contexte tumoral. Etant donné les liens étroits qui unissent le VEGF-D, les vaisseaux
lymphatiques et linflammation (régulation par le VEGF-D des prostaglandines
produites par les vaisseaux collecteurs) il serait donc intéressant d’analyser la
régulation de la traduction IRES-dépendante du VEGF-D dans des cellules de
limmunité (notamment dans les macrophages, responsables d’une forte synthése de
facteurs lymphangiogéniques) afin d’évaluer son éventuel implication dans la
lymphangiogenése associée a linflammation. Sachant qu’'une lymphangiogenése
accrue est associée a nombre de pathologies inflammatoires chroniques (psoriasis,
polyarthrite rhumatoide), connaitre le niveau d’activation de I'lRES du VEGF-D dans
un contexte inflammatoire et cibler son ITAF pourrait permettre de proposer de
nouvelles solutions thérapeutiques pour ces pathologies. En effet, un inhibiteur de la
nucléoline étant actuellement en développement (phase2 [287]), si cette protéine
jouait également un réle d’ITAF pour 'lRES du VEGF-D dans les pathologies
inflammatoires chroniques, ce traitement représenterait une nouvelle solution
thérapeutique a la fois pour ces pathologies et dans le cadre du développement

tumoral.

L’étude de la régulation de I'expression de ces deux facteurs lymphangiogéniques a
également permis de mettre en évidence, qu’en condition de stress, 'augmentation
de I'expression due a l'activation de la traduction IRES-dépendante était associée a

une diminution de la quantité dARNm, un phénoméne déja observé pour le FGF-2
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[249]. Que cette diminution de la quantité d’ARNm soit due a une diminution de la
transcription ou a une augmentation de la dégradation des ARNm reste encore a
déterminer, néanmoins ces résultats permettent de souligner la nécessité, lors d’une
étude de l'expression d’une protéine, d’identifier précisément les régulations
traductionnelles et d’éviter d’établir des liens directs entre modification de la quantité

d’'un ARNm donné et niveau d’expression de la protéine correspondante.

La découverte de ces éléments IRES en tant que régulateurs clés de I'expression
des facteurs lymphangiogéniques nous permet d’envisager de nouvelles solutions
thérapeutiques anticancéreuses. ldentifier et inhiber les ITAFs responsables de
I'activation de ces IRES permettra de bloquer les capacités d’adaptation des cellules
tumorales aux stress cellulaires subis lors de la carcinogenése et d’inhiber la
lymphangiogenese tumorale. Au vu des liens maintenant clairement établis entre
développement des vaisseaux lymphatiques, dissémination métastatique et mauvais
pronostic de survie, cibler la lymphangiogenése tumorale semble étre une stratégie
d’avenir pour les traitements anti-tumoraux. De plus, les IRES sont présents sur les
ARNm de nombreux facteurs de croissance (VEGF-A, FGF2 et PDGF2), de
protéines anti ou pro-apoptotiques (XIAP/Apaf1) [244, 249, 288], ainsi que sur des
facteurs de transcription clés pour la signalisation cellulaire (c-myc, HIF1-a, c-Jun,
Smad5) et, de fagon intéressante, également sur des acteurs majeurs de la
traduction coiffe-dépendante (elF4G). Inhiber leur activation au cours du processus
tumoral permettrait de cibler de fagon directe plusieurs paramétres indispensables au
développement tumoral (prolifération, résistance a l'apoptose). Deux stratégies
peuvent étre mises en ceuvre pour cibler les IRES : lorsque les ITAFs sont identifiés
l'utilisation d’anticorps bloquants ou d’inhibiteurs pharmacologiques permettra
d’inhiber leur capacité a activer les IRES (cf réle des AINS dans l'inhibition de la
nucléoline, ITAF de 'RES du VEGF-D). La structure tridimensionnelle des IRES
étant indispensable a leur activité traductionnelle, l'utilisation d’aptamére ciblant
directement I'IRES et bloquant la formation des conformations les plus actives

permettra de cibler des IRES dont les ITAFs n’ont pas encore été identifiés.

Outre la lymphangiogenése tumorale, je me suis intéressé au cours de ma thése a
I'étude du lymphoedéme secondaire d0 a la chirurgie associée au cancer du sein,

principale cause de lymphcedémes dans les pays industrialisés.
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Dans un modéle murin spécialement développé pour cette étude, nous avons pu
identifier une action protectrice du 17B-estradiol (E2) sur I'endothélium lymphatique.
Bien que l'existence de relations entre 'E2 et le systéme lymphatique ait été
démontrée dans l'utérus, tout du moins chez I'animal [289], c’est la premiére fois
qu’'une telle régulation hormonale est détectée dans un autre tissu. En paralléle,
nous avons constaté qu’une association de 'E2 avec un traitement au tamoxiféne, le
SERM le plus utilisé dans le traitement des cancers du sein hormono-dépendant,
supprimait les effets bénéfiques induits par 'E2. Un traitement par le tamoxifene seul
aggravant méme le lymphcedéme et ralentissant sa résorption. Ces résultats
viennent apporter un rationnel supplémentaire aux prescriptions cliniques qui
prévoient d’utiliser, dans la majorité des cas le tamoxiféne sur des patientes pre-
meénopausées : au vu de nos résultats une utilisation post-ménopause augmenterait
d’autant plus les risques d’apparition d’cedéme. De plus ces résultats permettent de
mettre en évidence pour la premiére fois un facteur de risque pour le développement
du lymphcedéme autre que le procédé chirurgical. Méme si le tamoxiféne ne semble
pas étre le seul facteur de risque, le lymphoedéme ne touchant que 10 a 20% des
femmes or 2/3 des cancers du sein sont hormono-dépendants et donc
potentiellement traités par le tamoxifene, cette étude permet d’ores et déja de mettre
en place une surveillance accrue pour les patientes ayant subie une mastectomie et
une lymphadenectomie et ayant été traitées au tamoxiféne. Ces résultats mettent
€galement en lumiére la nécessité de développer de nouveaux SERM afin de limiter

les risques d’effets secondaires tout en maintenant I'efficacité anti-tumorale

A ce stade, les mécanismes moléculaires liés a ces régulations hormonales restent
encore a déterminer. Les effets protecteurs de I'estradiol semblent passer par une
activation de lI'expression de Lyve-1 et du VEGFR-3, surexpression abolie par le
traitement au tamoxiféne. Etant donné que, dans le cas de [I'endothélium
lymphatique, le récepteur impliqué dans les voies de signalisation induites par I'E2 et
le tamoxifene semble étre le récepteur ERa, I'explication des différents effets de I'E2
et du tamoxiféene peut résider dans leur différence de liaisons aux domaines trans-
activateurs AF1 et AF2 d’ERa. Contrairement a I'estradiol qui activera les deux
domaines, le tamoxifene, agoniste partiel ’ERa dans la peau, n’est capable d’activer
que le domaine AF1 et n’induit donc pas les mémes voies de signalisation lors de sa

fixation au récepteur. De plus, le tamoxiféne dispose de récepteurs totalement
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différents des récepteurs aux cestrogenes : les AEBS (AntiEstrogen Binding Site)
[290] lui permettant d’'induire des voies de signalisation complétement différentes de

celles activées par l'interaction E2-ER de fagon spécifique.

A I'heure actuelle aucun traitement n’est disponible pour le lymphcedeme secondaire.
Néanmoins, nos deux études réalisées sur les facteurs de croissance
lymphangiogéniques peuvent nous permettre d’envisager une approche
thérapeutique. L'utilisation de lentivecteurs multicistroniques intégrant non plus des
genes rapporteurs mais bien les ORFs des VEGF-C et —D séparées par leurs IRES
respectifs nous permettrait, a 'aide d’un seul vecteur, de synthétiser ces facteurs
localement et a long terme pour restaurer le réseau lymphatique et ainsi résorber le
lymphoedéme. Dans le cadre du lymphoedéme primaire, utiliser les deux facteurs de
facon synergique permettra d’augmenter a la fois la lymphangiogenése et la
dilatation des vaisseaux lymphatiques pour avoir un effet thérapeutique optimal. Si
l'utilisation du VEGF-C pourrait paraitre problématique dans ce cas de figure, une
lymphangiogenése accrue présentant un risque accru de métastases si des cellules
tumorales sont encore présentes malgré la mastectomie et la lymphadenectomie,
I'utilisation du VEGF-D qui participe davantage a la dilatation des vaisseaux qu’a leur
prolifération pourrait permettre d’améliorer la fonction de drainage des vaisseaux tout

en réduisant le risque de dissémination métastatique.
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Résumeé

Le systéme lymphatique a pour réle principal de drainer les fluides tissulaires et de
participer a la surveillance immune. La lymphangiogenése est principalement activéee
par deux facteurs : les vascular endothelial growth factors-C et -D (VEGF-C et
VEGF-D). Ces facteurs participent a la progression métastatique a la fois en
stimulant [a prolifération des vaisseaux lymphatiques dans la tumeur et en périphérie
et en provoquant la dilatation des vaisseaux collecteurs facilitant ainsi le passage
des cellules tumorales de la tumeur primaire aux ganglions lymphatiques. Lors de
son développement, une tumeur est soumise a de nombreux stress cellulaires tels
que 'hypoxie, 'inflammation ou la déprivation en nutriments.

Ma thése a donc été consacrée a I'analyse des régulations moléculaires permettant
une surexpression des facteurs lymphangiogéniques en condition de stress
cellulaire. Lors d’'un premier projet de recherche j'ai démontré que I'hypoxie réduit la
transcription de VEGF-C ainsi que sa traduction coiffe-dépendante mais activait une
traduction médiée par un site interne d'entrée du ribosome (IRES). De plus, cette
activation de la synthése de VEGF-C en hypoxie est indépendante de HIF-1a et
stimule la lymphangiogenése dans les tumeurs ainsi que dans les ganglions
lymphatiques participant ainsi a la dissémination tumorale.

Dans un second temps, jai démontré que le VEGF-D possédait lui aussi un IRES
activé par un choc thermique. L'activité de I'|lRES du VEGF-D est régulée par la
localisation subcellulaire d’'un facteur trans-activateur de I'lRES (ITAF) : la nucléoline.
Cette protéine est exportée du noyau vers le cytoplasme lors d’un choc thermigue.
Ce processus est inhibé par un traitement avec un anti-inflammatoire non stéroidien
ce qui supprime l'activation de la traduction IRES dépendante du VEGF-D.

Enfin lors d'un troisieme projet, jai travaillé sur le lymphoedéme secondaire, une
pathologie caractérisée par une destruction du systéme lymphatique olu la
lymphangiogenése doit étre stimulée. J'ai évalué limpact de I'hormonothérapie,
principal traitement du cancer du sein, sur I'expression du VEGF-C et -D. Jai
démontré que lestradiol stimulait I'expression de ces facteurs alors que
'’hormonothérapie diminue leur synthése et provoque une destruction de
'endothélium lymphatique. En conclusion, mes trois projets de thése m’ont permis
d'étudier les régulations moléculaires des deux facteurs lymphangiogéniques
principaux dans des pathologies provoquées par une lymphangiogenése excessive
ou insuffisante. |



