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RESUME

Le cancer est I'une des principales causes de morbidité et de mortalité dans le monde avec environ 14 millions
de nouveaux cas et 8,2 millions de décés liés aux cancers selon 'OMS (Organisation Mondiale de la Santé). Le
cancer du poumon est le premier cancer diagnostiqué chez 'homme et compte pour 20% du nombre de mort
par cancer par an dans le monde. Parmi les cancers pulmonaires, on distingue les cancers a petites cellules et
les cancers non a petites cellules. Ce travail a porté sur I'étude des adénocarcinomes pulmonaires Iépidiques,
un type de cancer non a petites cellules, chez I'homme et I'animal. Chez I'homme, il fait partie des tumeurs
pulmonaires rares, pas ou peu li¢ au tabagisme. Il est similaire cliniquement, radiologiquement et
histologiquement a I'adénocarcinome pulmonaire ovin, un cancer du poumon induit par le B-rétrovirus JSRV
(Jaagsiekte Sheep RetroVirus) affectant les petits ruminants domestiques. JSRV transforme les cellules
épithéliales du parenchyme via son enveloppe oncogénique. Ces tumeurs humaines et animales ne sont pas
associées au développement de métastases extra-thoraciques ou pleurales. Le but de notre travail a été
d’étudier les événements moléculaires spécifiques des adénocarcinomes lépidiques humains et animaux par i.
l'analyse transcriptomique de I'expression des génes dans ces deux cancers, ii. la caractérisation de
I'adénocarcinome pulmonaire ovin par I'expression des mucines et iii. I'étude d’'un réle putatif des séquences
rétrovirales endogénes dans l'induction de 'adénocarcinome Iépidique humain.

Premiérement, notre étude a porté sur 'analyse en paralléle des mécanismes moléculaires spécifiques des
adénocarcinomes lépidiques prédominants par 'analyse des profils d'expression des génes impliqués dans les
voies de signalisation BMI1, NOTCH, Hedgehog et WNT importantes dans le développement du poumon
normal et au cours des cancers pulmonaires et dans la voie de I'angiogenése, permettant la dissémination des
cellules tumorales. L'augmentation de I'expression de CDH1 (E-cadherin), acteur crucial de la voie BMI1, et la
diminution de I'expression des ligands et récepteurs activateurs de I'angiogenese VEGF/VEGFR (Vascular
Growth Factor), PDGF/PDGFR (Platelet-derived Growth Factor) et ANGPT/TIE (Angiopoietin/Tyrosine kinase
with immunoglobulin like and EGF like domains) ont été observées dans ces deux cancers. Lors de I'analyse de
I'expression des ARNm et des protéines, nous avons mis en évidence le blocage de la voie principale de
I'angiogenése dans les cancers lépidiques. En effet, I'absence d'expression du ligand VEGFA (Vascular
Endothelial Growth Factor A) et de son récepteur VEGFR2 (Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 2) a
été observée. Ce blocage n'était pas compensé par la surexpression de génes impliqués dans les voies
alternatives d'angiogenése. Le blocage de la voie de 'angiogenése explique I'absence de métastases extra-
thoraciques dans les adénocarcinomes Iépidiques chez 'homme et I'animal.

Deuxiemement, les adénocarcinomes pulmonaires Iépidiques chez I'homme sont subdivisés en deux entités
majoritaires : les adénocarcinomes Iépidiques prédominants non mucineux et les adénocarcinomes mucineux
invasifs. Dans le contexte des analogies entre ces cancers humains et I'adénocarcinome induit par le virus
JSRV, nous avons analysé I'expression des mucines dans les cancers animaux. Nous avons montré que sur
37 cancers pulmonaires induits par JSRV, 62% étaient non mucineux, qu'ils sur exprimaient MUC1 (mucin 1,
cell surface associated) et que 50% exprimaient MUCSB (mucin 5B, oligomeric mucus/gel-forming). Par ces
résultats, nous avons montré que les adénocarcinomes pulmonaires ovins se rapprochaient principalement des
adénocarcinomes |épidiques prédominants.

Mots clés : adénocarcinomes Iépidiques, JSRV, rétrovirus, VEGF, angiogenéese, mucines



ABSTRACT

Cancer is the main cause of morbidity and mortality worldwide with 14 million new cases and approximately 8.2
million deaths according to the WHO (World Health Organization). Lung cancer is the most diagnosed cancer in
men and account for 20% of cancer death in the world annually. Among lung cancers, there are small cell lung
cancers and non-small cell lung cancers. My work focused on the lepidic adenocarcinoma, a subtype of non-
small cell lung cancer, in humans and animals. In humans, it is a rare lung cancer and it is not or rarely linked to
tobacco smoking. Lepidic adenocarcinomas share striking clinical, radiological and histopathological similarities
with ovine pulmonary adenocarcinomas induced by the [-retrovirus JSRV (Jaagsiekte Sheep RetroVirus)
affecting sheep and goats. JSRV transforms epithelial cells of the distal lung through its oncogenic envelope.
These human and animal tumors are not associated with pleural or extra thoracic metastases. My work was to
study specific molecular events in human and animal lepidic adenocarcinomas by i. a transcriptomic analysis of
the gene expression in these two lung cancers, ii. ovine pulmonary adenocarcinoma characterization by mucin
expression and iii. the study of a potential role for endogenous retroviral sequences in the induction of human
lepidic adenocarcinomas.

First, my work focused on the parallel analysis of expression patterns in genes implicated in BMI1, NOTCH,
Hedgehog and WNT pathways important for lung development and for lung cancer development and the
angiogenesis pathway whose activation leads to cancer cell dissemination. CDH1 (E-cadherin) up regulation
and the down regulation of main angiogenic ligand and receptors VEGF/VEGFR (Vascular Endothelial Growth
Factor), PDGF/PDGFR (Platelet-derived Growth Factor) and ANGPT/TIE (Angiopoietin/Tyrosine kinase with
immunoglobulin like and EGF like domains) were observed. Then, when analyzing lepidic adenocarcinomas
mRNA and protein expression, we highlighted the blockade of the main angiogenesis pathway. Indeed, the
VEGFA ligand and its receptor VEGFR2 were absent in lepidic adenocarcinomas. Moreover, this blockade was
not compensated with angiogenic alternative pathways. These results correlate with the absence of extra
thoracic metastases in human and animal lepidic adenocarcinomas.

Secondly, human lepidic predominant adenocarcinomas are divided in two groups, non-mucinous lepidic
adenocarcinomas and invasive mucinous adenocarcinomas. To characterize ovine pulmonary
adenocarcinomas and determine to which one of these two human lepidic adenocarcinomas they are close to,
we analyzed mucine expression in animal lung cancer. On 37 JSRV-induced lung cancer, 62% were non-
mucinous, 100% expressed MUC1 (mucin 1, cell surface associated) and 50% expressed MUC5B (mucin 5B,
oligomeric mucus/gel-forming). These results highlighted that ovine pulmonary adenocarcinomas are closer to
non-mucinous lepidic adenocarcinomas.

Keywords: lepidic adenocarcinoma, JSRV, retrovirus, VEGF, angiogenesis, mucin
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INTRODUCTION

L’adénocarcinome pulmonaire ovin est un cancer pulmonaire spontané des petits ruminants induit par
le béta-rétrovirus JSRV (Jaagsiekte Sheep RetroVirus). Le virus se transmet par les voies aériennes, le lait, le
colostrum et in utero. L'adénocarcinome pulmonaire ovin est un probleme de santé animale. Il existe de fagon
sporadique et parfois enzootique dans les troupeaux ce qui induit des pertes économiques par une baisse de

production de lait, la réforme et/ou la mort des animaux touchés.

L’adénocarcinome pulmonaire |épidique humain est un cancer pulmonaire rare. C’est un cancer
pulmonaire non a petites cellules (CNPC) regroupant en plus des adénocarcinomes, les carcinomes
épidermoides et les carcinomes a grandes cellules. L'épidémiologie des adénocarcinomes lépidiques est
particuliére et différe de celle des autres CNPC puisqu'on observe un lien moins important avec le tabagisme et
ils touchent plus de femmes et de patients plus jeunes que les autres CNPC. Au cours des deux derniéres
décennies, la classification des tumeurs pulmonaires de la plévre, du thymus et cardiaque de 'OMS a pris en
compte les connaissances acquises par les analyses génétiques, moléculaires et immuno-histochimiques.
Dans ce cadre, 'adénocarcinome |épidique, avant défini comme cancer bronchioloalvéolaire a été redéfini en
2015 en deux entités : I'adénocarcinome lépidique prédominant et I'adénocarcinome mucineux invasif

caractérisés par des différences de développement et de progression.

L’adénocarcinome |épidique et 'adénocarcinome pulmonaire ovin sont apparentés puisqu’ils sont
cliniquement, radiologiquement et histologiquement similaires. lls dérivent des deux mémes types de cellules
pulmonaires, les cellules épithéliales alvéolaires du type Il (AECII) dans les alvéoles et les cellules Club,
anciennement appelées cellules de Clara, dans les bronchioles. Les cellules transformées proliférent le long de
la paroi alvéolaire tout en respectant I'architecture de I'alvéole définissant une progression Iépidique. Les
tumeurs sont de présentation pneumonique et sont caractérisées par 'absence d'invasion pleurale, stromale et
vasculaire. Ces cancers ont une croissance lente et les métastases extra-thoraciques sont extrémement rares
chez 'homme comme chez I'animal. L'étiologie virale de 'adénocarcinome pulmonaire ovin interroge sur une
origine infectieuse de I'adénocarcinome lépidique chez 'homme. Cette hypothése a été étudiée depuis
plusieurs décennies mais jusqu’a présent, les études ont donné des résultats controversés et la question reste

ouverte.

Les similarités entre les deux cancers lépidiques chez 'homme et 'animal suggérent des événements
cellulaires identiques dans linitiation et/ou la progression des tumeurs. L'étude en paralléle de ces deux
tumeurs est indispensable pour comprendre les mécanismes de tumorigenése et mieux caractériser ces deux
cancers. C'était I'objectif de mon travail de thése. Premiérement, I'absence de métastases extra-thoracique
interroge sur les voies cellulaires permettant la dissémination de cellules en dehors du poumon telles que les
voies BMI1, NOTCH, WNT, Hedgehog et la voie de 'angiogenése. Pour cela, une analyse transcriptomique a

été réalisée dans les cancers humains et animaux et nous a orientée vers une analyse plus approfondie de la



voie de I'angiogenese avec comme hypothése la non expression des génes de la voie conduisant au caractére
non métastatique. Deuxiémement, une analyse de [I'expression des mucines dans ['adénocarcinome
pulmonaire ovin a été réalisée afin de rapprocher ce cancer ovin vers I'adénocarcinome lépidique prédominant

non mucineux ou vers I'adénocarcinome mucineux invasif.

l. Induction du cancer

Le cancer est I'une des principales cause de morbidité et de mortalité dans le monde avec les
maladies cardiovasculaires et les maladies infectieuses; en 2012, on comptait approximativement 14 millions
de nouveaux cas et 8,2 millions de déces liés aux cancers selon I'Organisation Mondiale de la Santé (377). lls
sont un grave probléme de santé publique et 'OMS estime que le nombre de nouveaux cas devrait augmenter
de 70% au cours des deux prochaines décennies. Les cancers les plus couramment diagnostiqués sont les
cancers du poumon, de la prostate, du cblon et du rectum, de I'estomac et du foie chez 'homme et les cancers

du sein, du cblon et du rectum, du col de l'utérus et de I'estomac chez la femme (378).

Les cancers peuvent toucher les divers organes du corps. Les leucémies sont des cancers des
cellules souches du sang et proviennent soit de la transformation des cellules souches myéloides (leucocytes,
granulocytes, monocytes) soit de la transformation des cellules souches lymphoides (lymphocytes B, T et
cellules Natural Killer). Les leucémies représentent 2,5% des cancers dans le monde et sont les cancers
pédiatriques les plus communs avec environ 3800 enfants diagnostiqués chaque année aux Etats-Unis (542).
Les lymphomes sont des cancers du systéme lymphatique incluant les lymphocytes B, T, les cellules NK et les
organes lymphoides (thymus, moelle osseuse, ganglions, rate et tissus lymphoides associés aux muqueuses).
Les lymphomes sont classés en lymphomes Hodgkiniens, présentant un type cellulaire particulier, les cellules
de Reed-Sternberg, et en lymphomes non Hodgkiniens représentant respectivement 0,5 et 2,7% des cancers
dans le monde (378, 490).

Les cancers se développent également dans les organes & partir de cellules dorigine
mésenchymateuse pour les sarcomes ou a partir des cellules épithéliales pour les carcinomes. Les sarcomes
sont regroupés en deux catégories majeures : les sarcomes des tissus mous (assemblant les tissus adipeux,
les muscles, les gaines nerveuses et les vaisseaux sanguins) et les sarcomes osseux. Les carcinomes sont les
cancers solides les plus fréquents et touchent par exemple le poumon, le sein, I'appareil digestif et la prostate.
Dans le monde, 13% et 12% des cancers humains diagnostiqués en 2012 étaient respectivement des
carcinomes pulmonaires et mammaires. Dans le poumon, on distingue premiérement les cancers a petites
cellules (CPC) et les cancers non a petites cellules (CNPC) et parmi ces derniers se trouvent, entre autres, les

adénocarcinomes pulmonaires qui se développent a partir de I'épithélium glandulaire du poumon (507).



I.1.Les causes des cancers

Les cancers sont des maladies multi causales et sont la résultante de l'interaction entre des facteurs
propres a la personne ou facteurs internes et des facteurs externes, environnementaux. Parmi les facteurs

environnementaux se trouvent les infections par des agents infectieux oncogénes.
I.1.1. Facteurs internes

Parmi les facteurs internes, on distingue les mutations dans le génome pouvant étre acquises ou
héréditaires, les modifications épigénétiques et I'influence de I'age. Des mutations sur des oncogénes ou des
génes suppresseurs de tumeurs vont étre responsables de la transformation des cellules en cellules
cancéreuses. Le gene suppresseur de tumeur TP53 (Tumor Protein 53), impliqué dans la surveillance du cycle
cellulaire au niveau du point de contréle G1-S et dans I'induction de I'apoptose, est le plus fréquemment muté
dans les cancers avec une présence de la mutation dans 95% des cancers ovariens et 52% des
adénocarcinomes pulmonaires (246). Ces mutations sont dues a des dommages a 'ADN pouvant étre induits
lors de sa réparation ou par des dérivés réactifs de I'oxygéne ou ROS (Reactive Oxygen Species), produits lors
d’'une augmentation du métabolisme cellulaire ou du dysfonctionnement des mitochondries. Les ROS ont la
capacité d'activer les voies de signalisation MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) ou PI3K/AKT
(Phosphatidylinositol-4,5-biphosphate 3-kinase/AKT serine/threonine kinase), essentielles pour la prolifération

et la survie des cellules (pour revue (297)).

Outre les mutations acquises, il existe des facteurs génétiques familiaux entrainant une augmentation
du risque de développer un cancer. C'est le cas par exemple pour le cancer du cdlon héréditaire avec des
mutations sur le géne MLHT (MutL homolog 1), pour le rétinoblastome avec le géne RB1 (RB transcriptional
corepressor 1) et pour le cancer du sein avec les génes BRCAT et BRCAZ2 (BReast CAncer 1 et 2). BRCAT et
BRCA2 sont deux génes suppresseurs de tumeurs intervenant dans la réparation de I'ADN ; leur mutation

compte pour environ 15% des cancers du sein héréditaires (462).

De nombreuses modifications épigénétiques sont présentes dans les cancers telles que la modification
du statut de méthylation de 'ADN, des modifications des histones ou de I'expression des miRNAs (40). Des
mutations ou des surexpressions de DNMT1 (DNA methyltransferase 1) ont été observées dans les cancers
colorectaux, pulmonaires et mammaires (40). L'hypométhylation de 'ADN est fréquente dans les cancers et
induit une augmentation du taux de mutations et la réactivation de la transcription de régions répétées,
d’éléments transposables et d'oncogénes ; I'hyperméthylation de I'ADN induit I'inhibition de la transcription de
génes suppresseurs de tumeurs (40). Des méthylations sur le promoteur des génes CDKN2A (Cyclin
Dependant Kinase Inhibitor 2A), RASSF1A (Ras association domain family member 1) et CDH13 (Cadherin 13)
ont été observées et sont associées a un risque plus élevé de récidive chez des patients opérés de cancers

pulmonaires non a petites cellules (65).



L’age est un facteur de risque important pour le développement des cancers. Lors du vieillissement,
les tissus perdent leur potentiel de régénération et ne peuvent plus éliminer ou remplacer les cellules
endommagées a cause, entre autres, de la diminution du pool de cellules souches disponibles. Le génome des
cellules vieillissantes devient instable et de nombreuses altérations génétiques et épigénétiques sont
présentes, les extrémités des chromosomes raccourcissent, la communication entre cellule est altérée et les
mitochondries ne fonctionnent plus augmentant la production de dérivés réactifs de I'oxygéne (pour revue,
(313)).

I.1.2. Facteurs externes (hors agents infectieux)

Les cancers peuvent étre induits par des facteurs externes tels que les agressions de I'environnement
ou des agents infectieux. Les radiations ionisantes provenant des rayons cosmiques, de la Terre ou générées
par 'homme (radiographies, radiothérapies ou accidents nucléaires) sont des facteurs de risque d’induction de
cancers. Une augmentation significative de nombreux cancers de la thyroide chez des enfants et des
adolescents exposés aux radiations ionisantes aprés l'accident de Tchernobyl a été rapportée (493). Les
rayons UV provenant du soleil sont également cancérigenes et sont responsables de 65 & 90% des mélanomes
(362). Ces deux types de rayonnements entrainent des modifications de I'ADN telles que des modifications
chimiques des purines et des pyrimidines avec la formation de diméres de pyrimidine, des lésions doubles brins
de 'ADN et une augmentation de ROS dans les cellules (427). Les UVBs induisent des mutations du géne
TP53 dans les cellules de la peau ; ces mutations sont associées a plus de 50% des cancers épidermoides et
basocellulaires de la peau (47). Divers polluants présents dans l'air, I'eau et le sol provoquent des cancers.
L’arsenic dans I'eau et la nourriture ou I'amiante ont été directement liés a I'induction de cancers dont les
cancers du poumon (337). La pollution de I'air générée, entre autres, par les particules fines (résidus de soufre
ou de nickel) produites par les voitures roulant au diesel ou par les industries est associée au développement
de cancers pulmonaires (421). Des composés utilisés dans la manufacture d’objets du quotidien, dont le BPA
(bisphénol A), sont de potentiels facteurs de risque des cancers. Le BPA a la capacité de se lier aux récepteurs
a l'cestrogéne et aux récepteurs couplés aux protéines G. Des analyses in vivo chez des modéles animaux
(souris et rats) ont montré une modification des glandes mammaires et une augmentation de la susceptibilité

aux cancers mammaires chez les animaux exposés au BPA (451).

Nos comportements individuels peuvent étre source de composés toxiques physiques ou chimiques
cancérigenes. Ainsi, le tabagisme actif et passif sont associés a une augmentation du risque de cancers du
poumon, des voies aériennes supérieures, des reins, de la vessie, des ovaires et colorectaux (229). La fumée
de cigarette contient de nombreux cancérigénes tels que le benzopyréne, les nitrosamines, le formaldéhyde,
I'acroléine et le polonium (207). Ces composants passent dans la circulation sanguine par l'intermédiaire des
voies aériennes supérieures et des poumons, atteignent les organes et y générent des dommages a I'ADN. La
fumée de cigarette est riche en ROS (oxydant I'ADN) et en adduits a 'ADN (molécules se fixant a 'ADN telles

que I'O8-methyldeoxyguanosin) et y introduit des mutations (82). Des mutations sur le géne KRAS (KRAS



proto-oncogene, GTPase), un proto-oncogéene cellulaire impliqué dans l'activation de voies de prolifération
cellulaire, sont retrouvées majoritairement dans les adénocarcinomes pulmonaires de fumeurs (505). Une
consommation d’alcool excessive est associée a des cancers de la cavité buccale, du pharynx, du larynx, de
I'cesophage, du foie, du colon et du sein (229). Les boissons alcoolisées contiennent des carcinogénes tels que
I'éthanal, I'acétaldéhyde, les aflatoxines et I'éthylcarbamate. Dans des lignées cellulaires de cancers du sein
triple négatif (MDA-MB-231 et 468), un type de cancer du sein non hormono-dépendant, I'alcool induit une
augmentation de la production de ROS activant la signalisation induite par la voie MAPK et augmente la
migration et linvasion de ces cellules (574). Les traitements hormonaux utilisés lors de la ménopause,
particulierement ceux n'utilisant que des cestrogénes sont associés a une augmentation du risque de cancers
du sein, des ovaires et de I'endométre (230). Un lien entre ces cancers et les contraceptifs oraux a été mis en
évidence il y a plusieurs années (436) mais des changements dans les dosages et la composition de ces

contraceptifs nécessite des études afin de vérifier que ce lien existe toujours aujourd’hui (495).

L’alimentation joue un réle important dans le développement de cancers. La consommation de viande
rouge ou de charcuterie a été associé a une augmentation du risque de cancers du c6lon et de 'estomac par la
présence de molécules cancérigénes tels que les composés N-nitrosés (nitrosamides et nitrosamines) (pour
revue (239)). Le surpoids et I'obésité sont un facteur de risque des cancers de I'cesophage, du pancréas, du
colon, du sein et des reins (25). L'obésité s'accompagne d’'une augmentation de la quantité de tissus adipeux
induisant 'augmentation du stress du réticulum endoplasmique, des altérations de la matrice extracellulaire, la
production d’hormones stéroides et une inflammation chronique (pour revue, (235)). Le manque d’activité

physique est un facteur de risque du cancer majoritairement car il promeut la prise de poids et 'obésité (229).
l.2. Cancers et agents infectieux

Environ 16% des cancers sont induits par des agents infectieux : bactéries, parasites et virus
(Tableau 1) avec une incidence plus élevée dans les pays en voie de développement (23,4%) par rapport aux
pays développés (9,2%) (412). Les virus HBV et HCV (Hepatitis B/C Virus), HPV (Human Papilloma Virus) et la
bactérie Helicobacter pylori sont responsables de 2 millions de nouveau cas de cancer par an dans le monde
(412).
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Helicobacter pylori est une bactérie gram-négative infectant 70% de la population des pays en voie de
développement et 20 & 30% de la population dans les pays développés (413). L'infection par Helicobacter pylori
est responsable de gastrite et lors d’infections chroniques, augmente le risque de cancers de I'estomac de 75%
(413). Entre autres mécanismes, Helicobacter pilory induit la transition épithélio-mésenchymateuse, impliquée
dans la progression de cancers et dans l'invasion par une augmentation de la production de ROS et par
I'augmentation de I'expression de CTNNB1 ou B-caténine, un facteur de transcription des génes impliqués dans
la prolifération cellulaire (367, 413). Helicobacter pylori possede un flot de pathogénicité, cag codant pour une
protéine CAGA (Cytotoxin-associated gene A) induisant linhibition de I'apoptose, un réarrangement du

cytosquelette et la perte de polarité cellulaire favorisant la transformation des cellules de I'estomac (413).

Deux parasites, Clonorhis sinensis et Opisthochis viverrini induisent une inflammation chronique
favorisant les cancers des voies biliaires. Opisthochis viverrini est présent en Thailande et au Laos et Clonorhis
sinensis dans le sud de la Chine, le Japon, la Corée et Taiwan (244). Ces deux parasites sont transmis par la
consommation de poissons crus. Chez 'homme, les parasites se logent dans les parois biliaires et vont induire
des changements morphologiques des cellules épithéliales, une inflammation, une production de radicaux
libres et de nitrosamines qui induiront a leur tour des dommages a 'ADN (244). Schistosoma haematoblum, un
parasite présent en Afrique, induit une inflammation chronique favorisant les cancers de la vessie. La présence
d’antigénes dirigés contre Schistosoma haematoblum, la présence de protéines de linflammation et de
métabolites proches des cestrogénes pourraient avoir un réle dans la transformation de I'épithélium de la vessie
(49, 63).

1.2.1. Les cancers viro-induits

Parmi les cancers induits par des agents infectieux, plus de 60% sont induits par des virus,

principalement les Herpesviridae, les Hepadnaviridae, les Papillomaviridae et les Retroviridae (Tableau 1).

Les papillomavirus infectent les cellules de la peau et des muqueuses. lls induisent des verrues qui
sont des atteintes bénignes mais sont également responsables d’environ 600 000 cas de cancers du col de
I'utérus, de la sphére oropharyngée, de l'anus, de la vulve et du pénis dans le monde (22, 35). lls sont
responsables de 22% des cancers chez la femme et 20% des cancers dans le monde (174). Il existe plus de
200 types de papillomavirus humains dont 15 sont associés aux cancers parmi lesquels les génotypes HPV16
et HPV18 responsables de 70% des cancers associés a HPV (379). Les HPV expriment les protéines virales
E6 et E7 (Early 6 et 7) qui ont la capacité de faciliter 'immortalisation de kératinocytes humains primaires,
d'inactiver les génes suppresseurs de tumeurs TP53 et pRB (Retinoblastoma protein) et de favoriser
I'expression de la sous unité catalytique de la télomérase hTERT (human Telomerase Reverse Transcriptase)

dans les cellules primaires épithéliales humaines transformées (pour revue (356)).

Le virus de I'hépatite B induit des infections aigués et chroniques du foie. Quatre-vingt-quinze pour

cent des adultes infectés guérissent de I'infection naturellement ; 'OMS estime cependant que 240 millions de



personnes sont infectées de fagon chronique par ce virus et que, parmi celles-ci, 686 000 meurent de
complications liées a l'infection. Entre 70 et 90% des infections par HBV induisent des hépatocarcinomes par
une inflammation chronique du foie passant par des étapes de fibroses et cirrhoses hépatiques ; le reste des
infections induisent des hépatocarcinomes directement (154, 457). Le flavivirus HCV (Hepatitis C Virus) infecte
entre 120 et 170 millions de personnes dans le monde et tue prés de 500 000 personnes par an par cirrhoses

pour 27% et par cancers hépatiques pour 25% des cas (28, 408).

L’herpesvirus EBV (Epstein-Barr Virus) est présent dans 80-90% de la population adulte mondiale et
est responsable de la mononucléose infectieuse. Dans les pays industrialisés, il est associé au développement
d’environ 30% des lymphomes de Burkitt et de 30% des lymphomes Hodgkinien et dans les pays en voies de
développement, il est associé a plus de 60% des lymphomes Hodgkinien et de 100% des cas de lymphomes
de Burkitt (97, 412). EBV est également responsable de plus de 90% des carcinomes nasopharyngés et de 5 a
10% des carcinomes gastriques. Des mutations sur le géne PI3K, une hyperméthylation importante du génome
et 'amplification des génes JAK2 (Janus Kinase 2), PDL1 et PDL2 (Programmed cell death 1 ligand 1 and 2)
ont été observés dans les cancers gastriques associés a l'infection par EBV. Une surexpression de NFkB
(Nuclear Factor-kappa B) et une augmentation de la phosphorylation de STAT3 (Signal Transducer and
Activator of Transcription 3) ont été observées dans les lymphomes induits par EBV. Les modifications de
I'expression de ces genes sont responsables de la transformation des cellules dans les cancers gastriques et

dans les lymphomes induits par EBV (266).

L'infection par HHV-8 (Human Herpes Virus type 8) est liée au sarcome de Kaposi, une tumeur
cutanée grave. HHV-8, se développant dans les cellules endothéliales, provoque la transition endothélio-
mésenchymateuse permettant la prolifération de ces cellules ce qui produit des plaques violacées ou brunatres
sur la peau (188). HHV8 agit sur le cycle cellulaire des cellules par I'intermédiaire de la protéine virale LANA
(Latency-Associated Nuclear Antigen) qui intéragit avec p53, RB1 et GSK3pB (Glycogen Synthase Kinase 3
beta) afin de moduler la transition G1/S (188). LANA stabilise également 'oncogene c-MYC et promeut sa
transcription (188). L'infection par HHV-8 chez des patients déja infectés par le VIH (Virus d'Immunodéficience
Humaine) est responsable de lymphomes et de la maladie de Castelman multicentrique, une maladie causant

une inflammation perturbant le développement normal des ganglions et des tissus lymphatiques (176).

Le MCPyV (Merkel Cell Polyomavirus) a été identifié comme responsable du carcinome des cellules
de Merkel, une tumeur neuro-endocrine cutanée rare et agressive (167). L'incidence annuelle de la maladie est
de 0,6 pour 100 000 personnes ; ce cancer touche particuliérement les personnes &gées, I'age médian au

diagnostic étant de 76,2 ans pour les femmes et 73,6 ans pour les hommes (224).
1.2.2. Rétrovirus et cancers

La famille des Retroviridae comporte de nombreux virus oncogénes responsables de cancers chez

I'homme ou I'animal (Tableau 2) (438). La famille de ces virus @ ARN est subdivisée en sept genres, les alpha,



béta, delta, gamma et epsilon rétrovirus. Le delta rétrovirus infectant 'homme HTLV-1 (Human T Lymphotropic
Virus type 1) induit des leucémies lymphoides T de I'adulte ou ATLL (Adult T-cell Leukemia and Lymphoma) et
des neuromyélopathies ou TSP/HAM (Tropical Spastic Paraparesis/HTLV-1 Associated Myelopathy)
(Tableaux 1 et 2). HTLV-2 est associé de fagon sporadique a des TSP/HAM. Cing a dix millions d'individus sont
infectés par HTLV-1 et le virus est endémique dans certaines régions subtropicales comme le sud du Japon,
les Caraibes, I'Afrique sub-saharienne ou I'Amérique du Sud (180). L'infection est majoritairement
asymptomatique et seuls 1 a 2% des suijets infectés développent une maladie aprés une latence de plusieurs
dizaines d’années. En 2012, 3000 cancers étaient attribués a une infection par HTLV-1, soit 0,1% des
nouveaux cas de cancers dans le monde (412). Le cancer induit par HLTV-1 est trés agressif, d’évolution

rapide, majoritairement résistant a la chimiothérapie et aboutissant a la mort du malade en moins d’un an (328).

Genre Hoéte Nom du virus Tumeurs induites
Apha Poulet ALV (Avian Leukosis Virus) Leucose lynphoide
RSV (Rous Sarcoma Virus) Sarcome
Petits JSRV (Jaagsiekte Sheep Retrovirus) Adénocarcinome pulmonaire
Béta ruminants ENTV (Enzootic Nasal Tumor Virus) Adénocarcinome de I'épithélium nasal
Souris MMTV (Mouse Mammary Tumor Virus) Adénocarcinome mammaire
Delta Bovin BLV (Bovine Leukemia Virus) Leucémie
Homme HTLV-1 (Human T cell Lymphotropic Virus) Leucémie, Lymphome
Chat FeLV (Feline Leukemia Virus) Leucémie
Gamma Souris MuLV (Murine Leukemia Virus) Leucémie
Koala KORV-B (Koala Retrovirus B) Leucémie, Lymphome
Gibbon GALV (Gibbon Ape Leukemia Virus) Leucémie
. . WDSV (Walleye Dermal Sarcoma Virus) Sarcome cutané
Epsilon Poisson . . ) )
WEHYV (Walleye Epidermal Hyperplasia Virus) Hyperplasie de I'epiderme

Tableau 2 : Rétrovirus induisant des tumeurs chez ’lhomme et I'animal (d’aprés (349)).

De nombreux rétrovirus oncogenes sont présents chez les animaux (Tableau 2). ALV (Avian Leukosis
Virus) et RSV sont deux alpharétrovirus infectant les poulets et induisant respectivement des leucoses
lymphoides et des sarcomes (404, 438). Les bétarétrovirus infectent et induisent des cancers chez les souris et
les petits ruminants ; MMTV induit des adénocarcinomes mammaires chez la souris (53), JSRV et ENTV, des
adénocarcinomes pulmonaires et de ['épithélium nasal chez le mouton et la chévre (122, 397). Le
deltarétrovirus BLV induit des leucémies chez les bovins (342). Les epsilonrétrovirus WDSV et WEHV

provoquent des cancers cutanés chez les poissons.

Certains rétrovirus possédent des contreparties endogénes, intégrées dans le génome de leurs hétes,
comme le gammarétrovirus KoRV (Koala Retrovirus) en cours d’endogénisation chez les koalas. KoRV a été
isolé de koalas sauvages et en captivité en Australie et dans les zoos d’autres pays dans le monde. KoRV est
proche des gammarétrovirus FeLV et GaLV induisant respectivement de leucémies chez le chat et les gibbons.
Cing sous types KoRVs ont été décrit jusqu’a présent, KoRV-A, KoRV-B/J, KoRV-C, KoRV-D et KoRV-E qui

différent par la séquence du géne codant pour leur protéine d’enveloppe. KoRV-B/J est un virus exogéne ;

10



moins d’une copie de ce virus par cellule a été détectée dans les tissus d’animaux infectés (496). A sa
différence, plusieurs copies de KoRV-A ont été détectées dans le génome de toutes les cellules du koala y
compris dans les gameétes males chez des animaux provenant du nord de I'Australie (496). La présence de ces
nombreuses copies de KoRV-A, y compris dans le sperme indique que ce virus est endogéne chez les koalas.
De fagon intéressante, KoRV-A n'est pas présent chez les koalas du sud de I'Australie indiquant que le
processus d’'endogénisation est toujours en cours. Jusqu'a présent, aucun lien de causalité n'a été établi entre
la présence de KoRV et linduction de cancers mais sa proximité avec des rétrovirus oncogénes et
I'augmentation des niveaux d’ARN KoRV chez des koalas atteints de leucémies lymphoides semble indiquer un

lien entre virus et maladie (pour revue (264)).

1.3. Mécanismes moléculaires de la transformation cellulaire par les rétrovirus

oncogénes

Parmi les rétro-oncogenes, on distingue : les rétrovirus a « oncogenése aigie » et les rétrovirus « a

oncogenése non-aigle ».
1.3.1. Oncogenése aiglie

Les rétrovirus a oncogenése aiglie sont présents dans de nombreuses espéces dont les oiseaux, les
souris et les primates (Tableau 3) (527). lls induisent rapidement des tumeurs polyclonales dans la majorité des
individus infectés. La plupart de ces rétrovirus ont la capacité de transformer les cellules in vitro leur conférant
des capacités d'invasion, d'échappement aux inhibiteurs de croissance, de multiplication illimitée et
d’'échappement a la mort cellulaire (198). L'oncogenése aigue est due a la présence d’'un oncogéne viral
d’origine cellulaire ou proto-oncogéne c'est a dire des génes cellulaires dont les fonctions sont entre autre, la
stimulation de la croissance et de la différenciation cellulaire. Lorsqu'ils sont mutés ou amplifiés, les proto-

oncogeénes deviennent des oncogénes capables d'induire des cancers (527).
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Lors de la capture d'un oncogéne cellulaire par un rétrovirus, le génome viral s’intégre a c6té d’un
proto-oncogéne cellulaire, qui, suite & une erreur de transcription, peut s'intégrer dans le génome viral. Les
séquences codantes des oncogénes viraux sont altérées par rapport aux séquences des proto-oncogenes
cellulaires par des substitutions ou des délétions de bases et/ou des fusions avec des séquences virales qui
entrainent une activation constitutive de I'oncogéne viral (Figure 1). La plupart des rétrovirus porteurs
d’oncogénes sont non réplicatifs et dépendants d’une co-infection avec un virus auxiliaire pour compléter leur
réplication (527). Par exemple, le rétrovirus RSV (Rous Sarcoma Virus) contient 'oncogéne viral v-SRC dérivé
de proto-oncogene cellulaire c-SRC, protéine a activité tyrosine kinase impliquée dans la prolifération cellulaire
(Figure 1) (288). L'oncogéne v-SRC a une activité tyrosine kinase supérieure a celle du proto-oncogéne liée a
une délétion de la région C-terminale inhibitrice de I'activité tyrosine kinase de SRC et des mutations dans le

domaine régulateur SH3 rendant v-SRC constitutivement actif (231, 527).
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Figure 1 : Mécanisme d’oncogenése aigiie induite par le rétrovirus RSV.

Les rétrovirus aviaires MC29, CMII, OK10 et MH2, induisant des tumeurs myéloides chez le poulet,
ont intégré le proto-oncogéne cellulaire MYC, un facteur de transcription responsable des lymphomes de Burkitt
et de neuroblastomes chez 'homme (527). Ce sont les surexpressions et les amplifications induites par le
contréle de I'expression de MYC par un promoteur viral plus actif qui induisent la transformation cellulaire par v-
MYC (112, 450).

Les rétrovirus murins Ha-MuSV (Harvey Murin Sarcoma Virus) et Ki-MuSV (Kristen Murin Sarcoma
Virus) induisent des sarcomes et ont été a l'origine de la découverte du proto-oncogéne cellulaire RAS qu'ils
portent dans leur génome (HRAS chez Ha-MuSV et KRAS chez Ki-MuSV) (460). RAS est une GTPase activée

par sa liaison a des GTP (Guanosine Tri-Phosphate) médiatrice de la voie PI3K/AKT et de 'oncogenése. Le
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potentiel oncogénique de RAS est lié¢ & deux mutations ponctuelles (acides aminés 12 et 61) empéchant
linteraction entre RAS et les GAP (GTPase Activating Protein) induisant une diminution de 'hydrolyse de GTP

et une augmentation de la forme active de RAS (lié au GTP) (448).

Le rétrovirus EAV-ES4 (Erythroblastosis avian Virus-ES4) porte les oncogénes v-ERBA, un récepteur
hormonal et v-ERBB, un homologue du proto-oncogéne cellulaire EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor)
membre de la famille des récepteurs a tyrosine kinase et impliqué dans la prolifération cellulaire (144, 189).
L’'oncogéne v-ERBB est porteur de modifications par rapport @ son homologue cellulaire : il est délété dans la
région extracellulaire le rendant indépendant a la fixation du ligand EGF ; de plus, il est constitutivement activé
en raison de mutations activatrices dans la région tyrosine kinase (144). Des mutations de 'EGFR sont
fréequemment retrouvées dans les cancers : 50% des glioblastomes sont mutés sur le domaine extracellulaire
d’EGFR et des mutations dans le domaine kinase (exon 18 a 21) induisent une activation constitutive du
récepteur dans les cancers du poumon (203, 455). Les mutations EGFR dans les cancers pulmonaires sont
des marqueurs essentiels permettant I'orientation du traitement des malades avec ['utilisation de traitements
inhibant I'activité tyrosine kinase tels que le gefitinib, I'erlotinib et I'afatinib pour les tumeurs mutées pour EGFR
(505).

Le rétrovirus ASV16 (Avian Sarcoma Virus 16) induisant des hémangiosarcomes chez le poulet a
capturé le proto-oncogene PI3K. La sous unité catalytique de PI3K est fusionnée a I'extrémité N-term du géne
gag induisant un changement conformationnel qui mime I'activation de PI3K. Le rétrovirus AKT8, induisant des
lymphomes de cellules T chez la souris, posséde le proto-oncogéne AKT. La voie de signalisation PI3K/AKT
est impliquée dans la régulation de la prolifération, de la survie, de la différentiation et de la mobilité cellulaire.
Cette voie est activée par de nombreux récepteurs a tyrosine kinase présents a la membrane des cellules tels
qUEGFR, ERBB2 (Erb-b2 Receptor Tyrosine Kinase 2) ou VEGFR (Vascular endothelial Growth Factor
Receptor). Des altérations de cette voie (mutation/amplification de PI3K ou mutation d’AKT), sont impliquées

dans de nombreux cancers dont les cancers du poumon (100).
1.3.2. Oncogenése non-aiglie

L’oncogenese rétrovirale non aiglie se caractérise par l'induction lente de cancers, 'absence de
transformation cellulaire in vitro et I'absence d’oncogéene cellulaire dans le génome viral (160). L’'oncogenése
est de type insertionelle, c'est a dire I'insertion du génome viral & proximité d’'un oncogene cellulaire (Figure 2)
ou transactivatrice via une protéine virale (Figure 3). A la différence des rétrovirus a oncogenése aigue, ils sont

compétents pour la réplication (160).

Pendant la réplication rétrovirale, 'intégration du génome viral est aléatoire dans le génome de I'hote
mais dans certains cas, l'intégration peut se faire en amont d'un proto-oncogéne cellulaire et induire sa
surexpression (217). La surexpression peut découler d’une insertion promotrice, ou le génome viral est intégré

en amont du proto-oncogéne dont la transcription est alors initiée par les LTRs viraux ou d’'une insertion
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amplificatrice ou le génome proviral s'intégre en amont du proto-oncogéne. Les LTRs viraux activent le

promoteur du proto-oncogéne induisant la surexpression de celui-ci (Figure 2) (205, 372).
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Figure 2 : Mécanisme d’oncogenése non aigiie par mutation insertionelle du virus ALV.

La découverte des mécanismes d’oncogenése insertionelle a été décrite par Hayward et al. en 1981
avec le rétrovirus ALV (Avian Leukosis Virus) induisant des lymphomes des cellules B chez le poulet (205). Les
cellules de lymphomes contiennent le génome proviral d’ALV inséré en amont du proto-oncogene ¢-MYC et
I'active par insertion promotrice ou amplificatrice (205, 404). M-MuLV (Moloney Murine Leukemia Virus),
responsable de lymphomes des cellules T chez les souris, active le proto-oncogéne ¢c-MYC par insertion
amplificatrice. Il peut également activer les proto-oncogénes BMI/1 (BMI1 proto-oncogene, polycomb ring
finger), RAS et le géne suppresseur de tumeur p53 (160). MMTV s'intégre préférentiellement en amont des
génes WNT1 (Wingless-type MMTV integration site family, member 1), FGF3 (Fibroblast Growth Factor 3) et
NOTCH4; trois génes dont la surexpression induit divers cancers chez 'homme dont le cancer du poumon
(160). Fe-LV (Feline Leukemia Virus) induit des lymphomes et des leucémies chez le chat. Il active
principalement le proto-oncogéene c-MYC et s’insére entre autres au niveau des proto-oncogénes BMI1 et PIM1

(pim-1 proto-oncogene serine/threonine kinase) (199).

L’oncogeéne peut étre porté par un oncogéne viral sans analogue cellulaire (Figure 3). Les rétrovirus

HTLV-1 et HTLV-2 expriment deux protéines non structurales : la protéine oncogéne TAX (Transactivator of
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pX), qui active ou réprime la transcription du génome de HTLV par sa fixation sur TXRE (Tax Responsive
Element) et la protéine HBZ (HTLV-1 Basic Zippper protein) dont le réle dans la réplication virale est encore
incertain (183). TAX agit sur les voies de signalisation, le cycle cellulaire et induit une aneuploidie en
interagissant avec des protéines qui régulent la ségrégation des chromosomes pendant la mitose comme la
protéine MAD1 (Mitotic spindle assembly chekpoint protein 1) (240). TAX induit 'accumulation des ROS
provoquant des cassures double brin de I'ADN et inhibe la réparation de ces cassures en induisant la sous
expression d’'une enzyme cellulaire de la réparation ADN, la polymérase B et en inhibant les protéines de
réparation BRCA1 et CHEK2 (Checkpoint kinase 2) (183).TAX augmente l'activité¢ des kinases cycline-
dépendante CDK4 et CDK6 (Cyclin Dependant Kinase 4 and 6) controlant 'entrée en phase G1 du cycle
cellulaire (196). TAX active le facteur de transcription NFkB de fagon constitutive par son interaction directe
avec son régulateur, IKKB (IkB kinase) (484). NFkB est un médiateur de linflammation par son activité
activatrice de I'expression des interleukines et sa surexpression est connue pour étre liée a de nombreux
cancers dont les cancers pulmonaires, les lymphomes et les mélanomes (216, 365). TAX joue également un
réle dans I'activation de la protéine AP-1 (Activator Protein 1) et de la voie PI3K/AKT induisant la prolifération et
la survie cellulaire (405). Finalement, elle réprime p53, facteur de transcription induisant I'apoptose (410). HBZ
possede un role antagoniste de la protéine TAX, permet I'établissement d’'une infection latente d'HTLV-1 et la
persistance du rétrovirus dans les cellules infectées (183). HBZ joue également un réle dans I'oncogenése par
HTLV. L’expression de HBZ dans les lymphocytes T CD4 positifs est corrélée a I'expression de certains
oncomiRNAs (miR17 et miR21 par exemple) associés a des activités oncogéniques (520). HBZ active hTERT,
cible RB1/E2F1 (E2 transcription factor 1) et active la transcription des génes sous le controle de E2F1 critiques

pour la réplication de 'ADN et la progression dans le cycle cellulaire (259).

Les protéines de structure des rétrovirus peuvent porter le pouvoir oncogéne du virus (Figure 3).
L'enveloppe des rétrovirus SFFV (Friend Spleen Focus-Forming Virus), MMTV et AHV (Avian Hemangioma
Retrovirus) jouent un réle dans la transformation cellulaire (10, 546). L'enveloppe de MMTV posséde un motif
ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif) associé avec I'activation de la prolifération, de la survie
et de la différenciation cellulaire (254). La glycoprotéine d’enveloppe gp55 de SFFV stimule le récepteur a
I'érythropoiétine EpoR (Erythropoietin Receptor) induisant la prolifération des erythroblastes (215). L'enveloppe
d’AHV induit la prolifération des cellules NIH3T3 (10). Les béta-rétrovirus JSRV et ENTV induisent la
transformation cellulaire via le pouvoir oncogénique de leur protéine d’enveloppe (320, 349). Les rétrovirus
JSRV et ENTV, leurs mécanismes d’oncogenése et les cancers induits par ces virus chez les petits ruminants

sont analysés dans le chapitre suivant.
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Figure 3: Mécanisme d’oncogenése non aigiie par des rétrovirus porteurs d’une protéine virale
oncogéne.

l.4. Rétrovirus endogénes et cancer

Les rétrovirus endogénes ou ERV (Endogenous RetroVirus) sont la trace d'intégration ancestrale de
rétrovirus exogénes dans les génomes. Les rétrovirus endogénes dérivent de rétrovirus infectieux ayant
infectés et s'étant intégrés dans les cellules germinales et sont transmis comme des génes mendéliens (430).
Environ 90 000 ERV ont été référencés lors de I'analyse de 65 génomes de vertébrés (204). Le premier ERV
décrit est 'endogéne du rétrovirus ALV. La protéine structurale Gag d'eALV a été détectée chez des oiseaux
non infectés par le virus ; cette protéine virale était, en fait, codée par le génome des oiseaux (540). Depuis, de
multiples rétrovirus endogénes ont été découverts chez 'homme et I'animal. Chez 'homme, environ 8% du
génome est composé de séquences de rétrovirus endogenes et 1 a 2% d’entre eux codent pour des protéines
(321).

Les rétrovirus endogénes ont été classés par 'analyse phylogénétique des régions conservées du
geéne pol définissant trois classes en fonction de leur homologie avec les gamma et epsilon rétrovirus pour les

classes |, alpha et béta rétrovirus pour les classes Il et spumavirus pour les classes Il (Tableau 4).
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Classe Genre d'appartenance Nom du rétrovirus endogéne Espéce

eMLV (endogenous Murine Leukemia Virus) Souris
KoRV (Koala Retrovirus) Koala
PERV (Porcine Endogenous Retrovirus) Porc
| gamma
HERV-H (Human ERV H) Homme
HERV-W (Human ERV W) Homme
HERV-E (Human ERV E) Homme
eMMTV (endogenous Mouse Mammary Tumor Virus) ~ Souris
I beta HERV-K (Human ERV K) Homme
endSRV (endogenous Jaagsiekte Sheep Retrovirus) ~ Mouton
alpha eALV (endogenous Avian Leukosis Virus) Poulet
MERV-L (Mouse ERV L) Souris
i spuma
HERV-L (Human ERV L) Homme

Tableau 4 : Classification des rétrovirus endogénes des vertébrés (adapté de (321)).

Peu de rétrovirus endogénes possedent un génome rétroviral complet, c'est le cas des rétrovirus
endogénes HERV-K HML2 (Human Endogenous Retrovirus K — Human MMTV-Like 2) chez 'homme (Figure 4)
(220). Cependant, des mutations les rendent incompétents pour la réplication (284, 321). D'autres rétrovirus
perdent une ou plusieurs séquences codantes pendant I'endogénisation, le plus souvent la séquence codant
pour I'enveloppe (321). D’autres séquences ERV ne comprennent que deux LTRs et aucune autre séquence
homologue a des rétrovirus (321). Finalement, des LTRs uniques se forment lors de recombinaisons
homologues entre les LTR d’'un méme élément complet et sont 10 a 100 fois plus fréquents que les ERVs

complets dans le génome (46).

1. Rétrovirus endogéne complet

LTR : ___pol r LTR
2. Rétrovirus endogeéne : perte d’une ou plusieurs séquences codantes
Aenv
LTR J: ___pol LTR

3. Rétrovirus endogeéne : LTR et séquence différente des ERV

LTR LTR

4. Rétrovirus endogéne : LTR unique
LTR

Figure 4 : Types de rétrovirus endogénes (d’aprés (252)).
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Longtemps considérés comme des séquences sans intérét, les ERV ont des réles physiologiques et
leur expression est dérégulée dans les cancers. Au cours de I'évolution, les séquences endogenes fixées dans
le génome sont majoritairement retrouvées dans les zones intergéniques du génome ou sont intégrées en
antisens par rapport au sens de transcription du gene limitant ainsi les perturbations du génome (513). Les
hétes ont des mécanismes permettant la restriction de I'expression des ERV ; par exemple, la méthylation des
séquences ADN des ERV et I'expression de protéines cellulaires pouvant interagir avec les ERV et bloquer leur
activité (280). La protéine TRIM28 (Tripartite motif-containing 28) induit des modifications des histones telles
que des méthylations répressives de la transcription sur la lysine 9 de 'histone H3 (510). Des méthylations de
I'ADN répriment également la transcription des séquences rétrovirales endogénes (510). Les protéines
APOBEC (Apolipoprotein B mRNA editing enzyme catalytic subunits) inhibent 'ARN des rétrovirus endogénes
et bloguent leur traduction; APOBEC3G induit des mutations inactivatrices des HERV-K (19). Certains
rétrovirus endogénes porcins sont compétents pour la réplication, il a été montré que les porcs n'ont pas encore
développé de systémes entierement efficaces pour l'inactivation de I'expression des PERV. A la différence des
HERV-K, ils sont insensibles a la restriction par TRIM5a (Tripartite motif-containing protein 5a) par exemple
(128).

Les ERV jouent des rdles importants dans la physiologie notamment au cours de la placentation des
mammiféres. Chez 'homme, les cytotrophoblastes expriment la syncytine-1 et la syncytine-2 codées par deux
loci correspondant aux Env des rétrovirus endogenes HERV-W et HERV-FRD (310). Les enveloppes des
rétrovirus exogénes ont des activités fusogenes et permettent la fusion entre la membrane du rétrovirus et la
membrane de la cellule qu'il infecte. De fagon analogue, les syncytines induisent la fusion entre les
cytotrophoblastes et le syncytiotrophoblaste lors de la formation du placenta (310). Les syncytines sont
également impliquées dans la tolérance immunitaire de la mére vis-a-vis de son feetus par leur activité
immunosuppressives (310). Les syncytines sont également retrouvées chez les rongeurs et y sont
essentielles ; en effet, le KO de la syncytine A chez la souris est létal (127). Plus de 1500 HERV
transcriptionellement actifs ont été observés lors d’'une analyse transcriptomique dans les poumons, les
ovaires, le colon, les seins, les testicules et la prostate représentant 30% des séquences HERV (407). Un
tropisme d’expression des HERV a été observé avec HERV-H plus souvent exprimés dans les testicules et

HERV-E dans la prostate, I'utérus et les ovaires (407).

Les rétrovirus endogénes peuvent étre impliqués dans le développement de cancers dans lesquels
leur expression peut étre dérégulée. Chez 'homme, des LTR uniques sont transcriptionellement actifs et
entrainent une expression anormale de certains oncogenes. Ainsi, dans le lymphome de Hodgkin, un LTR
unique dérivant du HERV LOR1, est présent en amont du facteur de transcription IRF5 (Interferon Regulatory
Factor 5), activant son expression dans les cellules tumorales alors qu'il n'est pas exprimé dans les cellules
normales (31). La famille HERV-K est composée de 11 sous-groupes HERV-K HML1 a HERV-K HML11.
Chaque groupe est le résultat d’'une intégration indépendante dans les cellules germinales (483). Parmi ces

HERV-K, le sous-groupe HML2 posséde peu de mutations et certaines de ses séquences permettent la
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production de particules virales ou de protéines virales (220). Quatre-vingt-onze provirus HML-2 et 944 LTR
uniques de HML2 sont présents dans le génome humain (143). Parmi ces provirus HML2, on distingue deux
types principaux : le type | possédant une délétion de 292 paires de base entre les génes pol et env et le
groupe 2 ne possédant pas cette délétion. La délétion au niveau du type | induit un épissage alternatif
produisant la protéine Np9 (env-related nuclear protein of 9kDa) alors que le type Il produit la protéine Rec
(HIV-rev or HLTV-1 rex like protein) (Figure 5). Ces deux protéines sont connues pour interagir avec les

protéines cellulaires et affecter les voies de signalisation impliquées dans les cancers (143).

Provirus HERV-K Délétion de 292pb
HERV-K type |
LTR gag pro pol LTR
Transcrits HERV-K
ARN complet| |

. D\/ |
RecType? E\/ \/| |

Figure 5 : Organisation des provirus HERV-K (adapté de (143)). Le génome proviral HERV-K contient les
séquences rétrovirales gag, pro, pol et env. Plusieurs transcrits sont synthétisés a partir du génome proviral, un
codant pour I'enveloppe et deux autres présentant ou non une délétion de 292pb. Les types |, ayant cette
délétion codent pour la protéine Np9 et les types II, qui sont intacts codent pour la protéine Rec.

Plusieurs études ont montré une activation de HML-2 dans les cancers du sein (532), des ovaires
(533), de la prostate (234), dans les mélanomes (269), les lymphomes (98), les leucémies (129) et les
sarcomes (449) (Tableau 5).
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Cancer Activité des HERV-K (HML-2) Références

Détection de particules rétrovirales
Augmentation de I'expression de I'endogéne

Melanome Activité de rétro transcription (213, 269)
Expression de Env, Np9 et Rec

Cancer des testicules Détection de particules rétrovirales (54)

S Expression d’Env et Gag

Cancer de fovaire Diminution de la méthylation de HERV-K (233, 533)
Activité de rétro transcription (98, 532

Cancer du sein Détection de particules virales 5’3 4) ’
Lymphocytes T cytotoxiques HERV-K spécifiques

Cancer de la prostate Augmentation de I'expression de Gag (234)

Lymphome Activité de rétro transcription (98)

Détection de particules ressemblant aux virus
Tableau 5 : Cancers associés avec les HERV-K HML2 (D’apres (220)).

In vitro, la stimulation de lignées cellulaires de cancer du sein par des hormones stéroides femelles
augmente I'expression de HML-2, plus particulierement des transcrits de son enveloppe (534). L’expression de
I'enveloppe de HML-2 dans les tumeurs mammaires augmente le risque de métastases, est de mauvais
pronostic pour les malades et la détection dans le sérum de patientes ¢ ARNm de HML-2 et de la protéine Rec
sont des facteurs prédictifs de cancer du sein (532, 573). De hauts niveaux d’expression des ARNm de
I'enveloppe de HML-2, des transcrits rec et np9 et des protéines Env, possiblement dus a des altérations du
niveau de méthylation des tumeurs, ont été détectés dans les cancers de 'ovaire (233, 533). Des particules de
type rétroviral, des ARNm et protéines de HML-2 ont été mis en évidence dans les cancers de la prostate (234)
et des ARNm de HML-2 ont été détectés dans le sang de patients souffrant de leucémies myéloides chroniques

et aigues et dans les cellules tumorales de mélanomes (143).

L’expression des protéines Env, Rec et Np9 de HERV-K HML2, souvent activée ou augmentée dans
les cancers, pourrait étre un mécanisme reliant les HERV au développement tumoral. L'enveloppe rétrovirale,
de par ses activités fusogéniques, contribuerait a la progression tumorale et au développement de métastases
comme cela a été montré dans les cellules A375, dérivées de mélanome (381). La protéine Env posséde des
activités immunosuppressives altérant I'expression des cytokines IL-6, IL-8 et IL-10 et qui supprime la
prolifération des cellules mononucléées de sang périphérique in vitro (354). Les protéines Rec et Np9 produites
par les HERV-K se fixent sur deux sites différents du répresseur transcriptionel de I'oncogene ¢-MYC, PLZF
(Promyelocytic Leukemia Zinc Finger) activant 'expression de ¢-MYC (126). Rec interagit également avec le
répresseur transcriptionel des récepteurs aux androgénes, TZFP (Testicular Zinc Finger Protein) dans les
cancers de la prostate (255). Np9 est un co-activateur putatif de protéines impliquées dans les cancers telles

que la B-caténine, ERK (Extracellular signal-Regulated Kinase), AKT et les protéines la voie NOTCH (92). Np9
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s'associe avec LNX (Ligand of Numb Protein X), une ubiquitine ligase qui ubiquitine la protéine NUMB (NUMB

endocytic adaptator protein), un inhibiteur de NOTCH et I'envoie vers la dégradation (20).
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Il. Béta-rétrovirus et adénocarcinomes des voies respiratoires chez les

petits ruminants

I1.1. Cancers du poumon et de I'épithélium nasal

Les petits ruminants sont infectés par des rétrovirus de type lentivirus et béta-rétrovirus. Les SRLV
(Small Ruminant Lentivirus) sont des lentivirus non-oncogéniques. lls infectent les monocytes et les
macrophages et induisent des maladies d’évolution lente inflammatoires et/ou dégénératives du poumon, des
articulations, des glandes mammaires et du systéme nerveux central (pour revue, (343)). Les béta-rétrovirus
regroupent les rétrovirus JSRV et ENTV (Tableau 2) qui possédent une protéine d’enveloppe oncogénique

capable d'induire la transformation des cellules de I'épithélium pulmonaire ou nasal.
I1.1.1. L’adénocarcinome pulmonaire ovin induit par JSRV

L’adénocarcinome pulmonaire ovin est une tumeur de I'épithélium pulmonaire affectant les petits
ruminants domestiques induit par le béta-rétrovirus JSRV (397). Cette maladie a été décrite au XIXéme siecle en
Afrique du Sud. Son nom « Jaagsiekte » provient des mots afrikaners « jaag » et « siekte » décrivant I'effet de
I'effort physique sur les signes respiratoires lors des rassemblements d’animaux. La maladie est présente sur
tous les continents a I'exception de la Nouvelle-Zélande, de I'Australie et de I'lslande (191, 469). Au Royaume-
Uni, entre 0,2 et 0,65% des moutons autopsiés entre 1975 et 2008 présentaient des Iésions pulmonaires
cancéreuses (191). En France, la maladie est majoritairement sporadique mais peut également étre retrouvée
sous forme enzootique dans les zones géographiques d'élevage laitier ovin. Le nombre d’adénocarcinomes
pulmonaires ovins est sous-estimé car les animaux destinés a la consommation sont envoyés aux abattoirs
avant que les signes cliniques ne se déclenchent (72). Il n'existe pas de test sérologique pour la détection de
JSRV car le virus n'induit pas de réponse immune spécifique chez les moutons infectés (383). Le diagnostic de
la maladie avant présence de signe clinique est basé sur la détection de I'ADN viral de JSRV par PCR semi
nichée dans des échantillons sanguins (leucocytes) ou les lavages bronchoalvéolaires. Lors d’une étude sur 11
moutons, la sensibilité de la PCR était plus faible chez les moutons infectés par JSRV n'ayant pas de signes
cliniques d’adénocarcinomes (n=6) par rapport a ceux qui présentaient des signes cliniques (n=5) (123). Une
méme analyse sur 125 troupeaux en Ecosse a montré que la sensibilité de la PCR était basse di & une faible
quantité d'ADN de JSRV dans le sang des moutons testés et qu'il n’était donc pas possible d'utiliser cette
technique en diagnostic de routine (290). Dans les cas cliniques avancés, le diagnostic est établi par
I'observation des signes cliniques et I'analyse histologique post mortem des lésions d’adénocarcinome (123).
Les éleveurs de moutons dans les régions d’élevage laitier sont tres demandeurs d’un test diagnostic de routine
fiable pour la détection de [linfection dans ses stades précoces qui permettrait de limiter les pertes

économiques engendrées par la maladie.
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Le cancer pulmonaire induit par JSRV est associé a des symptémes cliniques peu spécifiques tels que
des crépitements, une toux, un essoufflement et une perte de poids. Dans de nombreux cas, il est associé a un
écoulement par les naseaux de sécrétions pulmonaires. Sur un scanner thoracique, des opacités
parenchymateuses diffuses indiquent la présence de Iésions tumorales (Figure 6A). A l'autopsie, les poumons
sont plus gros et plus lourds. Au niveau macroscopique, les lésions tumorales correspondent a des nodules
grisatres et granuleux de 1 a 30 mm. A un stade plus évolué, les lésions peuvent étre diffuses, multifocales et
extensives (191, 285). Histopathologiquement, les adénocarcinomes pulmonaires ovins sont définis comme des
adénocarcinomes mixtes avec une prédominance de lésions Iépidiques caractérisées par la prolifération des
cellules épithéliales le long des parois alvéolaires, sans désorganisation des alvéoles pulmonaires et sans
invasion stromale, pleurale ou vasculaire (Figure 6B) (353). La maladie se présente sous forme pneumonique

et les métastases extra-thoraciques sont extrémement rares.

A. Scanner B. Lésions histologiques

¥7

Figure 6 : Aspect radiologique et microscopique des lésions tumorales au cours de I'adénocarcinome
pulmonaire ovin induit par JSRV. A. Scanner thoracique d’une brebis atteinte d’adénocarcinome pulmonaire
ovin (353). Opacité parenchymateuse diffuse indiquant les lésions tumorales (fleches blanches). B. Aspect
histologique typique d’'un poumon normal (gauche) et tumoral (droite). Immunodétection des AECII par
marquage de SP-A (protéine A du surfactant) (285).

JSRV transforme principalement les cellules épithéliales du poumon profond, les cellules Club dans
les bronchioles (7% des cellules transformées) et les cellules épithéliales alvéolaires de type Il ou AECII
(Alveolar Epithelial Type Il Cells) dans les alvéoles (82% des cellules transformées) (391, 411). Les AECII sont
des cellules épithéliales cuboidales responsables de la sécrétion du surfactant pulmonaire, un fluide tensio-actif
composé des phospholipides et des protéines SP-A, SP-B, SP-C et SP-D (surfactant protein A, B, C et D)
(166). Le surfactant est un agent tensio-actif qui permet le maintien des alvéoles ouvertes lors de la respiration,
la protection des cellules contre la dessiccation ou des effets déléteres de I'oxygéne et a des propriétés
antimicrobiennes (518). Les cellules épithéliales alvéolaires de type Il sont également capables de se
différencier en cellules épithéliales alvéolaires de type | et permettent la régénération de I'épithélium pulmonaire
(433). Les cellules Club dans les bronchioles sont des cellules sécrétrices non ciliées. Ces cellules

interviennent dans les processus de détoxification du poumon profond, la régénération de ['épithélium
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bronchiolaire et dans le transport d'ions et de fluides dans les voies aériennes distales (435). Elles secrétent les
protéines SP-A, pro-SPB et SP-D du surfactant (435).

11.1.2. L’adénocarcinome enzootique nasal induit par ENTV

Le B-rétrovirus ENTV (Enzootic Nasal Tumor Virus) induit la transformation des cellules épithéliales
sécrétoires des glandes nasales chez les moutons et les chévres ; ENTV-1 infecte les moutons et ENTV-2 les
chévres. Le premier cas d’'un cancer nasal chez la chévre a été rapporté en Allemagne en 1939 (369) puis
d’autres cas ont été rapportés les années suivantes chez la chévre et le mouton en France (71), Pologne (440)

et Canada (333). La prévalence de la maladie est variable, de 0,3 a 15% selon les pays (pour revue, (122)).

Les signes cliniques associent un crépitement au niveau des sinus, des déformations de la face, la
présence de sécrétion provenant des nasaux et causant une abrasion du derme, une toux, des éternuements,
des mouvements anormaux de la téte et des difficultés respiratoires. La tumeur s’étend dans toutes les
directions, pouvant aller en dehors des naseaux vers les sinus frontaux et nasaux et pouvant comprimer les os
du crane (Figures 7A et B). Cette compression peut induire des fistules cutanées par lesquelles les sécrétions
peuvent sortir et des exophtalmies sont observées lorsque la tumeur atteint les orbites. Des complications telles
que des infections bactériennes peuvent subvenir et tuer les animaux avant que le cancer lui-méme ne les tue
(117). Les animaux infectés naturellement meurent quelques semaines a quelques mois aprés I'apparition des
premiers signes cliniques (124, 526). Au niveau macroscopique, les adénocarcinomes nasaux sont caractérisés
par des structures polypoides souples, blanchatres ou grisatres et couvertes de mucus envahissant
complétement les zones respiratoires et olfactives. Des zones nécrotiques et purulentes associées a des
infections bactériennes secondaires sont fréquemment observées. Les lésions microscopiques sont de type
acinaire, tubulaire ou papillaire (Figure 7C). Les tumeurs sont localisées dans les cavités nasales et n'ont

jamais été détectées dans les ganglions lymphatiques ou dans d'autres organes (120).
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Figure 7 : Aspect radlologlque macroscopique et mlcroscoplque des Ieswns tumorales au cours de
I'adénocarcinome enzootique nasal induit par ENTV. A. Scanner et B. sections en séries de la cavité nasale
d'un mouton infecté expérimentalement par ENTV. Les tumeurs sont associées a des sinusites et une
accumulation de fluide dans la cavité nasale et dans les sinus. Les tumeurs causent la destruction des
cartilages et occupent environ 50% de la cavité nasale. Au niveau macroscopique, les tumeurs présentent des
nodules de surfaces (531). C. Aspect histologique d’une tumeur nasale chez la chévre, observation d’une Iésion
papillaire (120).

11.1.3. JSRV, ENTV et induction de cancer

Le caractére infectieux de I'adénocarcinome pulmonaire ovin a été révélé par des observations
épidémiologiques montrant la propagation de la maladie entre troupeaux ou pays lors de déplacements
d’animaux apparemment sains (482). L'origine infectieuse du cancer du poumon chez les petits ruminants a été
confirmée par la mise en évidence de particules virales et d'activité rétro-transcriptase dans les sécrétions
pulmonaires de moutons malades, de présence d’ARN et d’antigenes rétroviraux dans des tumeurs ainsi que
par le séquengage du premier génome complet de JSRV a partir d'un isolat d'Afrique du Sud (208, 406, 563).
Des reproductions expérimentales de la maladie ont été réalisées par inoculation intratrachéale de particules
virales possédant une activité rétro-transcriptase détectable (327), de fractions cytoplasmiques de cellules
tumorales contenant une activité rétro-transcriptase détectable et des virions (521, 522) ou aprés inoculation,

chez 'agneau, de virus produit in vitro & partir d'un clone moléculaire (397).
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La production de sécrétions au niveau pulmonaire par les animaux malades est une source importante
de transmission de JSRV dans les élevages et est utilisée lors de transmission expérimentale (72, 444). La
charge virale est importante avec 107 a 10" copies d’ARN de JSRV par millilitre de sécrétion (110).
Expérimentalement, le virus se transmet lors de la mise en contact d’animaux infectés et non infectés méme en
absence de signes cliniques (72, 110, 147). JSRV se transmet de la mére a I'agneau in utero ou périnatalement
via le colostrum et le lait (72). Des cellules semblables a des lymphocytes et des macrophages infectés par
JSRV ont été observées dans les plaques de Peyer du petit intestin et dans les ganglions mésentériques de
jeunes agneaux infectés naturellement par du lait ou du colostrum (56). L’adénocarcinome pulmonaire ovin
touche les moutons de 2 mois a 11 ans, les cas cliniques apparaissent autour d’'un &ge de 2 a 4 ans (456). Les
lésions cancéreuses apparaissent plus rapidement chez les jeunes animaux et ceux infectés
expérimentalement (444). Des signes histologiques de cancers apparaissaient entre trois et six semaines chez
de jeunes agneaux infectés expérimentalement par inoculation de broyats tumoraux (397). L’évolution rapide
des tumeurs chez le jeune animal suggére une susceptibilité accrue du poumon en cours de développement
(72).

La premiére évidence d’une étiologie virale de I'adénocarcinome nasal a été lidentification d’une
activité rétro-transcriptase dans les tumeurs nasales (562). Le lien de causalité entre 'adénocarcinome nasal et
ENTV a été établi par inoculations intrasinusales et intranasales d’exsudats nasaux provenant de chévres
malades & des chevreaux nouveau-nés (119) et par nébulisation d’homogénats acellulaires provenant de

tumeurs nasales sur de jeunes agneaux (531).
11.2. Les B-rétrovirus oncogenes chez les petits ruminants

JSRV et ENTV sont des PB-rétrovirus, genre auquel appartient également MMTV. Briévement, les
rétrovirus sont des virus enveloppés dont le génome se compose de deux brins d’ARN a polarité positive. Leur
réplication est dépendante de la RT, une ADN polymérase ARN dépendante. L'ADN viral s'intégre de fagon

définitive dans le génome de la cellule lors des étapes précoces de l'infection.
1.2.1. Organisation génonique

Le génome de JSRV est composé des génes gag, pro, pol, env et du cadre de lecture supplémentaire
« x» (Figure 8A). Le géne gag code pour les protéines de structure de la matrice (MA), la capside (CA) et la
nucléocapside (NC). Le géne pol code pour les enzymes nécessaires a la réplication virale. La RT est une ADN
polymérase ARN dépendante commune a tous les rétrovirus. Elle comprend un domaine RNaseH qui permet la
dégradation de 'ARN génomique viral une fois celui-ci copié en ADN. Le géne pro code pour la protéase qui
permet le clivage des polyprotéines virales. Un cadre de lecture chevauchant gag et pro code pour une
dUTPase (DeoxyUridine Triphosphate) qui permet d’éviter 'incorporation de dUTP mutagénes par la RT dans
I'’ADN néosynthétisé (214). Le cadre de lecture « x » chevauchant pol code pour une protéine putative de 166

acides aminés dont la fonction est inconnue et dont la séquence en acides aminées est trés hydrophobe (191).
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Le cadre de lecture «x» est conservé dans différents isolats de JSRV (396, 437). Des similarités de
séquences entre « x » et le récepteur a 'adénosine 3A, jouant un réle dans des maladies inflammatoires et
certains cancers, ont été observées mais aucun role similaire a celui de 'adénosine 3A ne lui a été attribué (33,
262, 428). Il a été montré que « x » n'est pas indispensable pour la transformation des cellules in vitro (320) ni
pour 'oncogenése in vivo (73, 108, 548). Le géne env code pour les glycoprotéines de I'enveloppe virale sous
forme d’une polyprotéine glycosylée de 615 acides aminées clivée lors de la maturation par une furine cellulaire
en glycoprotéine de surface (SU) et transmembranaire (TM) liées entre elles par des ponts disulfures. La
glycoprotéine SU permet linteraction du virus avec son récepteur cellulaire et est située a la surface des
particules virales ; TM assure I'ancrage de SU a la bicouche lipidique. L'enveloppe de la particule virale est
composée des glycoprotéines d’enveloppe et de protéines de la bicouche lipidique cellulaire récupérées lors du
bourgeonnement des virions a la surface cellulaire. JSRV code pour Rej, protéine régulatrice additionnelle,
nécessaire a la synthése de la polyprotéine codée par gag (219). Les protéines Rej contiennent des signaux de
localisation nucléaire, des moatifs riches en arginine et des signaux d’'export nucléaire (217). Dans les cellules
embryonnaires de rein humain HEK293T, Rej augmente 'export de I'ARN viral du noyau vers le cytoplasme et
dans d’'autres lignées cellulaires telles que les fibroblastes de rat 208F et les cellules du plexus choroide ovin
CP-1, Rej est essentiel pour l'efficacité de la traduction de 'ARN viral (219). Le génome proviral de JSRV
intégré au génome de I'hdte est encadré par des séquences LTR (Long Terminal Repeat) impliquées dans
Iintégration virale et dans le contrble de la transcription. Les LTR sont constitués de séquences non codantes
en 5 (U5) et 3 (U3) encadrant de courtes séquences répétées (R). La région U3 contient des éléments

important pour la transcription et le tropisme viral.

JSRV code pour un ARN viral non épissé de 7,5 kb permettant I'expression de gag, pro, pol et pour un
ARN mono-épissé de 2,4kb permettant 'expression de env. JSRV posséde en plus un transcrit de 3,2kb qui

pourrait correspondre a env plus le cadre de lecture « x » (Figure 8B).
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A. Organisation du génome proviral
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Figure 8 : Organisation (A) et transcription virale (B) du provirus JSRV (D’aprés (285)). Les génes gag,
pro, pol et env codent respectivement pour les protéines composant la capside, la protéase, les enzymes et les
glycoprotéines d’enveloppe. Le cadre de lecture « x » code pour une protéine putative dont le réle est inconnu.
LTR : long terminal repeat, SA : site accepteur d’épissage, SD : site donneur d’épissage.

Le séquengage complet ’ENTV-1 a partir de sécrétions nasales de mouton a permis de comparer les
séquences de JSRV et ENTV (109). Ces deux génomes viraux partagent plus de 95% de similarité en acides
aminés. Les différences se trouvent majoritairement au niveau de la région 3' de I'enveloppe, de la région U3
des LTR et ENTV-1, a la différence de JSRV, possede deux codons stop sur le cadre de lecture « x ». Dans la
région 3’ de I'enveloppe, ENTV-1 et JSRV partagent 96% d'identité en acides aminés dans la région SU et 93%
dans la région TM (98% de similarité dans la partie externe, 81% dans la partie transmembranaire et 75% dans
la partie intracytoplasmique) (109). La plupart des différences observées au sein de ces régions de I'enveloppe
sont des substitutions conservatives, ce qui suggere des contraintes fonctionnelles pour cette protéine (109).

ENTV-1 et JSRV partagent 75,7% de similarité au niveau de leurs LTR (Figure 9).
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ENTV-1 TGCGGGGGACAACCTGCGGAGGGTTAAGTCCTGGGAGCTCCTTGGCAAAATGCCAAGGC—- 59
ENTV-2 TGCGGGGGACAACCCGTGAAGGGTTAAGTCCTGGGACCTCCTTGGCAAAATGCCAGGACC 60
JSRV21 TGCGGGGGACGACCCGTGAAGGGTTAAGTCCTGGGAGCTCTTTGGCAGAA-GCCAAAGCC 59
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ENTV=1 TTAGGCAAGTACCTAAGCTCCCTGTCCCGCCACCCTCAGGAAGTCTTAAGAGCTTTTGGA 119

ENTV=-2 TTGGGAAAGTACCTAAACTCCCTGTCCCGCCACCCTCAGGAAGTCTTAAAAGCTCTTACG 120

JSRV21 TAGGACAAGTACCTAAGCTCCCTGTCCCGCCACCCTCAAGAATTTTTAAAAGCTCTTAAG 119
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ENTV=-2 GCTCAAATGATCGGTGTTGGCATAACTTCATAGA--AAAGAGCAGGAAATCTGATTACAT 178
JSRV21 GCTCGGATGTTTGCTTTTGGCACTGCTTCATAG—--AAATACCAGGAAATCTGATTATAT 176
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ENTV-2 AATACTCTATATATACTATGACACAATAAA 261
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Figure 9 : Alignement des séquences U3 des LTRs de JSRVy, ENTV-1 et ENTV-2 (D’apreés (330)). Les
sites de fixation des facteurs de transcription sont positionnés sur les alignements. Les * indiquent les
nucléotides conservés entre séquences et les — indiquent les délétions.

Une étude des séquences des LTR de JSRV et ENTV-1 a montré la présence de SNPs (single
nucleotide polymorphisms) dans la région U3 entre JSRV et ENTV (152). Une différence de taille de 66 pb a
également été observée entre les deux génomes viraux au niveau du site de fixation d'un facteur de
transcription spécifique du poumon (152). Ces différences au sein des LTR pourraient expliquer le tropisme
différent des deux virus. ENTV-1 d’origine ovine et ENTV-2 d’origine caprine partagent plus de 93% d'identité
dans les régions gag, pro, pol et env et 71% au niveau du cadre de lecture « x » (382). Les régions TM
d’ENTV-1 et ENTV-2 partagent 86% d'identité en acides aminés mais seulement 49% dans le domaine
intracytoplasmique suggérant qu'ENTV-1 et 2 sont deux virus distincts (382). La région U3 des LTR posséde
76% d'identité en acides aminés entre ENTV-1 et 2 (330).

1.2.2. Cycle viral

La premiére étape du cycle viral pour JSRV et ENTV est la fixation des glycoprotéines de surface sur
leur récepteur (Figure 10). HYAL-2 (Hyaluronoglucosaminidase 2) est le récepteur cellulaire de JSRV et ENTV.
Cette protéine de surface appartient a la famille des hyaluronidases qui permettent la dégradation des
hyaluronanes, polysaccharides composant la matrice extracellulaire, et sont impliquées dans divers processus
cellulaires dont le développement et la transformation des cellules (pour revue, (329)). HYAL-2 est ancrée dans

la membrane plasmique par un groupement GPI (glycosylphosphatidylinositol) et ne présente qu’une faible
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activité hyaluronidase par rapport aux autres protéines de la méme famille (524). L'entrée de JSRV et ENTV

dans les cellules est indépendante de I'activité hyaluronidase de HYAL-2 (523).
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Figure 10 : Cycle de JSRV et ENTV. Adapté de (191).

La nécessité d’'un pH acide a permis d'établir que I'entrée de JSRV et ENTV dans la cellule se faisait
par endocytose (52, 102). L'activation de la fusion des membranes par ENTV-1 nécessite un pH plus acide
(pH < 4,5) que celle de JSRV (pH < 6,3) ; un changement leucine-valine en position 501 de I'env de ces deux
rétrovirus est responsable de la différence de pH requis pour leur entrée (104). Malgré leur homologie de
séquences, la fusogénicité d’ENTV-1 est plus faible que celle de JSRV. Ceci est expliqué par la présence des
résidus N191 (Asparagine en position 191) et S195 (Sérine en position 195) sur la SU de 'env dENTV-1 (103).
La fusion des membranes permet le relargage de la capside du virus dans le cytoplasme de la cellule. La
premiére étape de réplication est la rétro transcription de I'’ARN viral par la RT puis la dégradation de 'ARN viral
matrice par l'activitt du domaine RNaseH de la RT. Pendant ce processus, les régions U3 et U5 sont
dupliquées pour produire les LTRs (U3/R/U5) de méme orientation a chaque extrémité de I'’ADN viral (Figure
8B). L'ADN viral forme le PIC (Prelntegration Complex) contenant l'intégrase et des protéines cellulaires. Le
PIC entre dans le noyau aprés la mitose cellulaire. L’ADN proviral est intégré au niveau de sites multiples dans
le génome de I'héte gréace a l'action de l'intégrase virale (107). L'ADN viral est répliqué par 'ADN polymérase
cellulaire et les ARN transcrit par TARN polymérase II. Les transcrits ARN sont alors épissés et traduits ou ne
sont pas épissés et sont incorporés dans les nouveaux virions. Ces nouveaux virions sont assemblés au sein
d’'un compartiment périnucléaire puis vont migrer encapsidé a la membrane plasmique pour bourgeonner (392).
Une fois a l'extérieur de la cellule hote, la protéase virale clive les précurseurs polyprotéiques et permet la

maturation de la particule virale.
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1.2.3. Tropisme

Le récepteur HYAL-2, ubiquitaire ; permet a JSRV d'infecter les cellules épithéliales dans le poumon
(391, 411), les monocytes et les lymphocytes B et T. Dans les cellules sanguines, JSRV se réplique a un
niveau trés faible, les protéines de JSRV n’ayant été que rarement détectées (221). L'infection des cellules
sanguines précéde l'infection des cellules épithéliales pulmonaires et le développement des tumeurs dans les
cellules épithéliales du poumon profond (17, 391, 411, 444). Les cellules épithéliales alvéolaires de type II
dérivées de tumeurs contiennent le génome de JSRV. Lorsque ces cellules sont mises en culture
tridimensionnelle, elles forment des sphéres et produisent des particules virales (16). Ex vivo, il a été montré
que JSRV pouvait infecter et transformer les cellules épithéliales sur des coupes de tissus de poumons ovins
(106). ENTV peut entrer dans plusieurs types cellulaires in vitro tels que les cellules SSF (Sheep Skin
Fibroblast) et les cellules HEK293 mais avec des titres plus faibles que JSRV (136). In vivo, ENTV infecte et

transforme les cellules épithéliales de la cavité nasale (122).

JSRV et ENTV se répliquent dans un nombre restreint de types cellulaires in vivo. Cette restriction de
leur expression est déterminée par les sites de liaisons de facteurs de transcription présents dans les LTR
viraux. Les LTR de JSRV sont transcriptionellement actifs dans les lignées cellulaires de souris dérivées de
cellules épithéliales pulmonaires, telles que les cellules MLE-15 (Mouse Lung Epithelial cells) et les cellules
mtCC1-2 (Mouse Lung Club Cells) (390) et possédent plusieurs sites de fixation pour des facteurs de
transcription (Figure 9). Les sites USF1/2 (Upstream Simulatory factor 1 and 2), EF-13 (Eukaryotic Translation
Elongation Factor 1 delta) et Ik-2 (lkaros family zinc finger 2) ne sont pas importants pour la réplication virale
dans les AECII puisque leur mutation n’entraine pas de réduction de I'activité transcriptionelle des LTRs a la
différence des mutations des sites NF-kB (Nuclear Factor kappa B) et SP-1 (Specific protein 1) ; une diminution
allant jusqu'a 50% de l'activité transcriptionelle ayant été observée pour des mutations sur les sites NF-kB
(390). Les facteurs de transcription HNF-3B (Hepatocyte Nuclear Factor 3B) et C/EBPa/ (CCAAT/Enhancer
binding protein) sont critiques pour I'activité transcriptionelle des LTR de JSRV. Ceux-ci contiennent deux
éléments de liaison a HNF-3f et la mutation de I'élément en amont réduit de 75% I'activité transcriptionelle des
LTR de JSRV dans les cellules MLE-15 (332). De fagon similaire, I'activité transcriptionelle de JSRV est
diminuée de 70% lors de la mutation du site C/EBPa/f (331). Le site de fixation & C/EBPa/f est conservé dans
les LTR de JSRV et ENTV suggérant son importance (Tableau 6) (330). Des différences dans les régions U3
des LTR de JSRV et ENTV ont été observées et influencent leur spécificité de réplication dans les cellules. Le
site de fixation de HFN-3[ est absent des LTR d’'ENTV-1 et ENTV-2 (330). Ce facteur de transcription est
fortement exprimé dans les cellules épithéliales alvéolaires de type Il et dans les cellules Club et régule la
transcription de génes spécifiques du poumon tels que SP-B et CC10 (Clara Cell specific 10kD protein) (96,
447). L’absence de ce site de liaison pourrait expliquer pourquoi ENTV ne se réplique pas efficacement dans
les cellules pulmonaires (330). Les LTR de ENTV-2 différents de ENTV-1 par la présence de site de fixation
d’USF1/2 et NF-1 (NeuroFibromin-1) (330).
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Virus NF-kB USF1/2 EF-15 1k-2 SP-1 HNF-3B NF-1 C/IEBP

JSRV,, X X X X X X X X
ENTV-1 X X X X X
ENTV-2 X X X X X X X

Tableau 6 : Conservation des sites de liaison aux activateurs de la transcription entre JSRV, ENTV-1 et
ENTV-2 (Adapté de (330)). X indique la conservation dans les LTRs des différents virus.

I1.3. JSRV et sa contrepartie endogéne

Dix-huit pourcent du génome des animaux d’élevage composant le bétail possedent des rétrovirus
endogénes (5). Le génome des petits ruminants domestiques et sauvages contient un rétrovirus endogéne
proche de JSRV, enJSRV (endogenous JSRV) (206) qui n'est pas présent chez les bovins indiquant une
intégration dans le génome des petits ruminants il y a environ 5 & 7 millions d’années avant la spéciation
ovin/caprin (24). Le processus d'endogénisation est encore en cours actuellement; certains endogénes
intégrés il y a environ 3 millions d’années, sont présents chez les ovins et le loci enJSRV26, se serait intégré
dans le génome ovin il y a moins de 200 ans (24). Le génome du mouton contient vingt-sept copies
d'endSRV et les séquences d’enJSRV ont été détectées sur 15 des 28 chromosomes ovins ; le plus grand
nombre de copies ayant été retrouvé sur les chromosomes 6 et 9 (76, 206). Les séquences déduites des
endSRV sont hautement similaires a celles de JSRV avec un pourcentage d’identité de 90 & 98%, les régions
les plus variables étant les régions codant pour I'enveloppe et les LTR (330, 393). Ces divergences au sein de
I'enveloppe et des LTR a permis la mise au point de PCR permettant la discrimination entre rétrovirus exogéne
et rétrovirus endogéne (389). Parmi les différences de séquences entre endJSRV et JSRV au sein des LTR, un
changement d’un nucléotide sur le site de fixation a HNF-3B et une différence de 15 nucléotides sur le site
C/EBPa/p empéchent ces facteurs de transcription de s'y fixer (330). La faible expression d'enJSRV dans les
cellules épithéliales bronchiques est probablement due a ces différences (330). L'expression des enJSRV a été
détectée dans de nombreux tissus de 'appareil reproducteur des brebis, dans les plaques de Peyer au niveau

de l'intestin, dans le thymus et & de faibles niveaux dans I'épithélium bronchique (393).
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Parmi les loci endSRV, au moins cing copies ont des génomes entiers (Figure 11) (24).

JSRV
enJSRV-26
pol enJSRV-7

5'2! " pro env 3'LTR enJSRV-15
gag -+ enJSRV-16
enJSRV-18

"
gl ER—,sry 20
-W SmEa

L T R
" — s
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Figure 11: Organisation génomique des enJSRV (Adapté de (24)). Cing provirus contiennent une
organisation génomique intacte et similaire a celle de JSRV et d’autres contiennent plusieurs modifications. Le
W pour endJSRV20 et enJS56A1 représente la substitution R21W. enJSRV20 posséde une partie d’'env en 5'.
Les codons stop sont indiqués par les *. Les grandes délétions sont représentées par des hachures.

Certaines copies, comme enJS56A1, sont encore fonctionnelles et produisent des protéines virales
dont Env permettant une résistance vis-a-vis de JSRV exogéne (21). Cette interférence virale s’explique par la
capacité du récepteur HYAL-2 a fixer les enveloppes de JSRV et de sa contrepartie endogéne (473). Les
copies enJS56A1 et endSRV20 possedent un changement d’'acide aminé en position 21 (R21W de Gag) et
produisent une protéine endogéne Gag transdominante négative qui bloque I'assemblage et le relargage des
virions exogenes aux stades tardifs de linfection (24, 358). Les diméres de Gag endogene/exogéne sont
dégradés par la cellule (358). La quantification de cette mutation au sein d'une dizaine de races de mouton a
mis en évidence que le variant Gag W21 était présent dans le génome de nombreuses races ovines, que le
nombre de copies variait significativement d'une race a l'autre et que I'expression en ARNm de Gag W21 était
nulle ou trés faible dans les tissus tumoraux ou les cellules épithéliales alvéolaires de type Il dérivées de
cancers (525). Néanmoins, l'implication des enJS56A1 et enJSRV20 dans le développement du cancer n’est
pas formellement montrée. De plus, aucun polymorphisme d’enJSRV ne montre de corrélation avec une

sensibilité ou une résistance au cancer pulmonaire chez 'ovin (466).

Comme les HERV-W et HERV-FRD sont importants pour la placentation chez 'homme, les enJSRVs
sont essentiels pour le développement du placenta chez les brebis (148). lls sont exprimés dans I'épithélium de
I'appareil génital de la brebis et leur expression est plus importante dans 'endométre utérin au cours du cycle
menstruel et de la gestation (395). Chez les ovins, les enveloppes d'enJSRV ont des propriétés fusogéniques

permettant la formation du syncytium, 'adhésion de I'embryon a la paroi utérine et plus tard les échanges entre
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le sang maternel et foetal (395). L'inhibition de la transcription de env d’enJSRV par des oligonucléotides

antisens entraine un arrét précoce de la gestation (149).

11.4. Mécanismes de transformation des cellules par les enveloppes de
JSRV et ENTV

Le pouvoir transformant de JSRV et ENTV est associé a leur protéine d’enveloppe dont I'expression
est nécessaire et suffisante pour induire la transformation in vivo et in vitro (pour revue (349)). Le role
transformant des enveloppes de JSRV et d'ENTV a été montré in vitro dans des cellules épithéliales
bronchiques humaines BEAS-2B (114), des cellules épithéliales de rein de chien MDKC (306) et dans des
fibroblastes de souris NIH3T3 et de rat 208F (8, 320, 394). In vivo, les souris immunodéficientes ou non et les
moutons infectés soit par un virus JSRV incompétent pour la réplication exprimant la protéine d’enveloppe sous
le contréle des LTR de JSRV, soit par des vecteurs adénoviraux également incompétents pour la réplication
mais exprimant I'enveloppe de JSRV développent des tumeurs (73, 548). Les souris infectées avec des

vecteurs adénoviraux exprimant I'enveloppe d’ENTV développent aussi des tumeurs (547).

Le domaine transmembranaire des enveloppes de JSRV et ENTV possedent un domaine
intracytoplasmique ou CT (Cytoplasmic Tail) d’environ 44 acides aminés, essentiel pour la transformation
comme cela a été montré par des expériences de délétions ou de mutations conduisant a une abolition de la
transformation (8, 218, 225). Le domaine CT contient un motif YXXM (Y pour la tyrosine en position 590, X pour
n’importe quel acide aminé et M pour la méthionine en position 593) non conservé dans les enveloppes des
enJSRV (Figure 12) (393).

579 — 606
JSRVy, LKMRVEMLHMKYRNMLQHQHLMELLKNK
en]S56A1 LHMRV-LIH---KNMLQHQHLMELLKNK
ENTV LOQMRIELTIHMKYRYMLQYQKLMDFVKKR

Figure 12 : Domaine intracytoplasmique des JSRV exogénes (JSRV21), endogénes (enJS56A1) et
d’ENTV (D’apreés (390)). Motif YXXM (en rouge). — : délétion.

Le motif YXXM phosphorylé sur la tyrosine est connu comme étant un site de fixation pour la sous
unité régulatrice p85 de PI3K, une kinase activatrice de la voie PI3K/AKT/mTOR (Phosphatidylinositol 3
Kinase/v-AKT murine thymoma viral oncogene homolog/mammalian Target of Rapamycin) essentielle pour la
régulation de la prolifération et de la survie cellulaire. Des substitutions de la tyrosine en position 590 (Y590) en
phénylalanine, acide aspartique ou cystéine ou de la méthionine en position 593 (M593) en thréonine sont
suffisantes pour inhiber la transformation des cellules murines NIH3T3 (394). D’autres études avec des
conditions de cultures cellulaires différentes (durée de culture plus longue par exemple) ont montrées que, bien
que mutées au niveau du domaine YXXM, certaines enveloppes transformaient avec une efficacité moindre, les

cellules NIH3T3, les fibroblastes de rat 208F, les cellules épithéliales de rein de chien MDCK et les fibroblastes
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aviaires DF-1 (11, 305, 306). Les résultats suggérent que ces rétrovirus peuvent activer la voie PI3K/AKT
indépendamment du domaine YXXM. En effet, cette voie est activée méme en présence d'un domaine YXXM
muté et sa phosphorylation sur la tyrosine nécessaire pour l'interaction avec PI3K n'a jamais été mise en
évidence dans les cellules transformées (305). De fagon intéressante, la mutation de Y590 en acide aspartique
a pour effet d'inhiber la réplication virale et la transformation des cellules pulmonaires chez de jeunes agneaux

soulignant l'importance de ce motif pour la formation de tumeur in vivo (108).

Bien que le domaine transmembranaire des enveloppes de JSRV et ENTV soit essentiel a la
transformation des cellules, la glycoprotéine de surface SU joue également un réle. La transformation cellulaire
des cellules NIH3T3 et 208F induite par I'enveloppe de JSRV est abolie par des délétions ou des insertions
dans la région codante de SU (218). L'insertion de SU du JSRV endogene non transformant dans le génome
du JSRV exogene inhibe la transformation des fibroblastes NIH3T3 (394). Des mutations du domaine SU
pourraient inhiber la transformation médiée par le TM car SU modifie la conformation du domaine TM (218). Le
domaine SU joue également un réle dans la transformation via son interaction avec le récepteur cellulaire
HYAL-2 comme cela a été montré dans les cellules BEAS-2B (114). Dans ces cellules, HYAL-2 séquestre le
récepteur tyrosine kinase RON (Récepteur d'Origine Nantais) ; la fixation de SU sur HYAL-2 provoque la
libération de RON qui active a son tour les voies de prolifération cellulaire PI3K/AKT et MAPK (114). Le réle de
HYAL-2 dans la transformation est peu clair. En effet, SU peut transformer les NIH3T3 alors qu'il n’interagit pas

avec I'homologue de HYAL-2 chez les souris (304).

Les voies PI3K/AKT et MAPK sont impliquées dans la transformation cellulaire induite par JSRV et
ENTV (Figure 13). Suite a un stimulus membranaire, tel que I'activation de 'EGFR, PI3K est recrutée a la
membrane, est phosphorylée et convertie en seconds messagers PIP2 (Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate),
PIP3 (Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate) et PDK1 (Pyruvate Dehydrogenase Kinase 1) induisant la
phosphorylation d’AKT. AKT phosphorylée active mTOR et p70S6K induisant la transformation, la croissance et
la survie des cellules. PI3K est impliquée dans la transformation des cellules par les enveloppes de JSRV et
ENTV ; I'ajout de l'inhibiteur de PI3K LY294002 empéche la transformation des fibroblastes 208F par Env-
JSRV (305). Cependant, une activation d’AKT indépendante de PI3K lors de la transformation par 'Env de
JSRV a été montrée dans les cellules NIH3T3 déficientes pour la sous unité régulatrice p85 de PI3K indiquant
des mécanismes dépendants du type cellulaire (319). AKT est activée dans plusieurs cellules transformées par
I'enveloppe de JSRV et ENTV telles que les NIH3T3, les 208F et les MDCK (8, 305, 350, 394). Ex vivo, plus de
50% des cellules pulmonaires tumorales provenant de coupes de poumons mises en culture et infectées par
JSRV expriment 'AKT phosphorylée (106). In vivo, AKT est phosphorylée dans 37% des tumeurs induites par
JSRV (481). L'inhibition de mTOR par la Rapamycine inhibe partiellement la transformation des cellules
NIH3T3 (318). Une augmentation de la phosphorylation de p70S6K a été observée dans les poumons
tumoraux et dans les cellules AECII dérivées de poumons tumoraux par rapport aux échantillons normaux

(350). Ces résultats montrent 'importance de la voie PI3K/AKT/mTOR dans la transformation des cellules par
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I'Env de JSRV et ENTV mais ils mettent en évidence qu’elle n’est certainement pas la seule voie impliquée

dans le processus complexe d'oncogenése.

Particule virale JSRV

RON —7 HYAL2
,
S
cellulaire

B

Milieu
extracellulaire

|
a

Ras

Raf
p38MAPK MEK1/2 Mok
Cytoplasme ERKA/2 p70S6K

Transformation

Figure 13 : Voies de signalisation impliquées dans la transformation des cellules par I'enveloppe de
JSRV (D’aprés (285)). L'enveloppe de JSRV active plusieurs voies de signalisation impliquées dans la
transformation et la prolifération cellulaire dont la voie MAPK et la voie PI3K/AKT.

La sénescence réplicative est induite par une diminution de I'extrémité des chromosomes, les
télomeres, au fur et a mesure des divisions cellulaires. Il s'agit d'un phénomene physiologique important pour le
maintien de I'intégrité des tissus. Le raccourcissement des extrémités des chromosomes activent un signal de
mort des cellules. La sénescence réplicative est régulée principalement par la télomérase, un complexe
ribonucléoprotéique qui stabilise la longueur des téloméres et inhibe la mort cellulaire (347). La télomérase est
activée par la voie PI3K via sa phosphorylation par AKT (247). Une activation de la télomérase a été mise en
évidence dans les cellules épithéliales alvéolaires de type Il dérivées de tumeurs et dans les cancers induits par
JSRV suggérant que l'inhibition de la sénescence cellulaire pourrait étre impliquée dans le développement des

tumeurs et dans I'accumulation de cellules tumorales au sein du poumon (Figure 14) (481).
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Figure 14 : L’activité de la télomérase est augmentée dans les tissus tumoraux (a) et dans les cellules
épithéliales alvéolaires de type Il dérivées de poumons tumoraux (b) (D’apreés (481)). *: p<0.05

La voie RAS/MEK/MAPK est également impliquée dans la transformation induite par les enveloppes
de JSRV et ENTV (Figure 13) (318). Cette voie est initiée par la protéine RAS qui induit une cascade de
phosphorylation impliquant des sérines/thréonines kinases de quatre types: ERK1/2 (Extracellular signal-
Regulated Kinase), SAPK/JNK1, 2 et 3 (Stress activated protein kinase/c-Jun NH2-terminal kinase), p38
MAPKs et BMK1/ERK5 (Big mitogen-activated protein kinase 1/Extracellular signal regulated kinase 5).
L'activation de RAS stimule la phosphorylation des MAPKKK (MAPK kinase kinase), telles que RAF, qui
phosphorylent a leur tour les MAPKK (MAPK kinase) telles que MEK1/2 qui phosphorylent les MAPK telles que
ERK1/2 (3). Lorsque la voie MAPK est activée, il en résulte une translocation des MAPK dans le noyau ou elles
sont phosphorylées et ou elles activent des facteurs de transcription cibles impliqués dans la prolifération, la
différenciation et 'apoptose cellulaire (3). La voie RAS/MEK/MAPK est impliquée dans la transformation induite
par JSRV in vitro dans les NIH3T3 et dans les cellules épithéliales de rein de rat RK3E (225, 318). L'activation
de la voie MAPK peut étre indépendante de I'activation par RAS car l'inhibiteur de RAS, le FTI-277 n’abolit pas
complétement la transformation des RK3E (318). L'inhibition des MEK1/2 par leur inhibiteur PD98059,
protéines en aval de RAS dans la voie de signalisation, inhibe la transformation des NIH3T3 et des RK3E (318).
La phosphorylation d'ERK1/2 a été détectée ex vivo dans les cellules des coupes de poumons tumoraux et in
vivo dans les tumeurs d’adénocarcinomes pulmonaires induites naturellement ou expérimentalement (106,
121).
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Notre équipe a mis en évidence limportance du complexe enveloppe de JSRV et RALBP1 (RalA
Binding Protein 1), une protéine cellulaire impliquée dans la voie RAS par son domaine de fixation avec les
RalGTPases RalA et RalB (251). L'identification des mécanismes initiaux de transformation et notamment des
interactions de I'enveloppe avec les protéines cellulaires est essentielle pour comprendre la transformation viro-
induite. Nous avons montré que I'expression de RALBP1 était diminuée dans les tumeurs pulmonaires et dans
les cellules épithéliales alvéolaires de type Il dérivées de cancers induits par JSRV (350). Le blocage de
I'expression de RALBP1 par des siRNA in vitro dans des cellules épithéliales MDCK a permis de mettre en
évidence la modulation de la voie mTOR/p70S6K par 'augmentation de I'expression de CDC42 (Cell division
cycle 42) en présence de I'enveloppe de JSRV (Figure 15) (350). ZFP111 (Zinc finger protein 111), un potentiel
répresseur transcriptionel a également été identifi€ comme interagissant avec I'enveloppe de JSRV (222). Une
inhibition de I'expression de ZFP111 induit une diminution de la transformation cellulaire médiée par
I'enveloppe de JSRV et une augmentation de son expression augmente |'efficacité de la transformation
cellulaire (222). ZFP111 interagit préférentiellement avec p70e™, une forme nucléaire de I'enveloppe de JSRV
indiquant que la transformation par JSRV pourrait impliquer des interactions entre I'enveloppe de JSRV et des

protéines nucléaires (222).

Cellules controles ] { En présence de I’enveloppe de JSRV |

p70S6K

Figure 15: Régulation putative de la voie de signalisation AKT/mTOR/p70S6K en présence de
I'enveloppe de JSRV (D’apreés (350)). A gauche, la voie de signalisation dans les cellules contrdles/saines et
a droite, dérégulation de la voie observée dans les cellules exprimant I'enveloppe de JSRV. Les protéines sur
exprimées sont indiquées en rouge et celles sous exprimées sont indiquées en vert.
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POINTS FORTS A RETENIR :

Béta-rétrovirus et adénocarcinomes des voies respiratoires chez les petits ruminants

R/
0.0

JSRV et ENTV induisent respectivement des adénocarcinomes pulmonaires et nasaux
L’adénocarcinome pulmonaire ovin est défini comme un adénocarcinome de type pneumonique
avec une prédominance de Iésions Iépidiques

L’adénocarcinome pulmonaire ne présente pas d’extensions extra-thoraciques

JSRV et ENTV induisent la transformation des cellules des épithélia pulmonaires et nasaux par
lintermédiaire de leur protéine d’enveloppe

L’enveloppe de JSRV permet I'activation des voies de prolifération cellulaire PI3K/AKT et MAPK
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lll. L'adénocarcinome  lépidique: un  cancer similaire a

I’'adénocarcinome pulmonaire ovin

Le cancer du poumon est la premiéere cause de mortalité par cancer chez 'homme avec environ 20%
du nombre de morts par cancers dans le monde et 1,5 million de morts par an devant les cancers de la prostate
et du colon (377). Entre 2002 et 2012 en Europe, la mortalité due aux cancers pulmonaires a augmenté de

17,5% chez la femme s’expliquant par une augmentation du tabagisme chez les femmes (323).

Parmi les cancers pulmonaires, on distingue les cancers pulmonaires a petites cellules (CPC) et les
cancers pulmonaires non a petites cellules (CNPC). Les CPC représentent 12% des nouveaux cas de cancer
dans le monde et touchent majoritairement les voies aériennes supérieures. Les CNPC se subdivisent en
carcinomes épidermoides, carcinomes a large cellules et adénocarcinomes. Les adénocarcinomes touchent
principalement les zones périphériques du poumon. lls représentent plus de 40% des CNPC dans le monde et
sont en augmentation ces derniéres années. Le changement des caractéristiques des cigarettes en paquet
avec, entre autre, I'ajout de filtres qui augmentent le volume de bouffée de tabac aspirée et une inhalation de la
fumée plus profonde dans les voies respiratoires sont les hypothéses pouvant expliquer cette augmentation
(505). Les adénocarcinomes, comme d’autres cancers pulmonaires, se développement également chez des
personnes n'ayant jamais fumé pointant d’autres facteurs de risque tels que le tabagisme passif, les radiations
ionisantes, la pollution de I'air, certaines maladies chroniques pulmonaires (fibrose ou tuberculose) et I'histoire
familiale (505). Des prédispositions génétiques aux adénocarcinomes pulmonaires ont été observées chez des

familles ayant des mutations des oncogénes EGFR et ERBB2 (505).

Les adénocarcinomes pulmonaires se disséminent par les voies sanguines et lymphatiques vers les
autres organes du corps ; les métastases pleurales sont un facteur de mauvais pronostic (505). Les tumeurs
peuvent se rependre dans le poumon par dissémination aérogéne liée a la présence de cellules ou d’amas
cellulaires tumoraux dans les voies aériennes permettant a ces cellules de former des Iésions séparées de la

tumeur primitive (505).

Les adénocarcinomes sont classés en fonction de leur profil histologique et de I'expression ou non de

mucine (Tableau 7).
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Sous types d'adénocarcinomes

* Lépidique

*  Acinaire

* Papillaire

* Micropapillaire

* Solide

* Adénocarcinome mucineux invasif
Mixte mucineux et non mucineux

* Colloides
*  Feetal
* De type intestinal
* Adénocarcinome avec invasion minime
Non mucineux
Mucineux
* Lésions pré-invasives
Hyperplasie adénomateuse atypique
Adénocarcinome in situ
Mucineux
Non mucineux
Tableau 7 : Classification des adénocarcinomes (D’aprés (507)).

Parmi les adénocarcinomes, on distingue les sous types acinaires, papillaires, micropapillaires,
lépidiques et solides. Les adénocarcinomes pulmonaires acinaires se caractérisent par la formation de glandes
avec une lumiére entourée de cellules tumorales, d’acinis ou de massifs cribriformes (percés de nombreux
trous) (Figure 16). Les adénocarcinomes pulmonaires papillaires se caractérisent par la formation des papilles
remplagant 'architecture pulmonaire et formant un axe fibro-vasculaire (Figure 16). Les cellules tumorales de
ces deux sous types d’adénocarcinomes ont une morphoplogie cuboidale ou cylindrique et peuvent étre de
type mucineux ou non mucineux (505). Les adénocarcinomes micropapillaires se caractérisent par la présence
de cellules tumorales croissant en amas ou touffes sans axes fibrovasculaires rattachés ou non a la paroi
alvéolaire (Figure 16). Les cellules tumorales sont petites, cubiques, possédent un noyau atypique et peuvent
former des structures en anneaux avec une lumiére centrale flottant dans les lumiéres alvéolaires (505).
L'invasion stromale et vasculaire est commune (505). Les adénocarcinomes solides sont composés de cellules

tumorales ovalaires et polygonales formant des massifs sans architecture précise et sont mucineux (Figure 16).

Les adénocarcinomes Iépidiques prédominants (ALP) sont le résultat de la prolifération des cellules
épithéliales alvéolaires de type Il et des cellules Club le long de la paroi alvéolaire en maintenant I'architecture
pulmonaire et présentent un contingent invasif supérieur a 5 mm (507). Parmi les adénocarcinomes lépidiques
prédominants, on distingue les adénocarcinomes in situ (AlS) correspondant a une tumeur isolée de taille

inférieure a 3 cm a croissance Iépidique pure et les adénocarcinomes mini-invasif (AMIV) correspondant a de
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petites tumeurs solitaires (< 3 cm) avec une croissance lépidique prédominante associées a un contigent
invasif inférieur @ 5mm de sous type acinaire, papillaire, micropapillaire ou solide (Figure 16). Les AIS et les
AMIV sont non mucineux dans la majorité des cas (507). La survie des patients atteints d’AlS ou d’AMIV sans
rechute est de 100% a 5 ans aprés résection chirurgicale (507). Les adénocarcinomes mucineux invasifs (AMI)
ont une croissance majoritairement Iépidique mais peuvent également avoir une croissance acinaire, papillaire
ou micropapilaire. lls sont caractérisés par une abondante sécrétion de mucine de la part des cellules
tumorales souvent caliciformes ou en forme de colonne (Figure 16) (505). Ces tumeurs présentent également

un contingent invasif (505).
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Sous-type

Description

Histologie

Présence de glandes, d'acini ou de

Adénocarcinome massifs cribriformes
acinaire Cellules cuboidales ou cylindriques
Mucineux ou non mucineux
Presence de papilles remplacant
l'architecture pulmonaire, suivant des axes
Adénocarcinome fibro-vasculaires et pouvant étre associées
papillaire 4 des nécroses et de l'invasion tumorale
Cellules cuboidales ou cylindriques
Mucineux ou nen mucingux
Formation d'amas sans suivre les axes
fibro-vasculaires pouvant étre raccordés a
: : la paroi alvéolaire ou détachés
Adénocarcinome § ;
- e Cellule petites et cubiques
micropapillaire .
Structure en anneaux avec une lumiere
centrale flottant dans les lumiéres
alvéolaires
Cellules ovalaires ou polyganales formant
Adénocarcinome des massifs sans architecture acinaire,
solide papillaire, micropapillaire ou Iépidique
Mucineux
Cellules tumorales proliférant le long de la
ALP paroi alvéolaire avec respect de
(Adénocarcinomea  Iarchitecture pulmonaire
prédominance Prolifération lepidique > 3cm
lépidique) Contingent invasif > 5mm
Non mucineux
i Variant de |'adénacarcinome a
L] prédominance lepidigque
= AMI e e
LS _ ] Prolifération |épidique
= (Adénocarcinome
& ; ; : Cellules en forme de colone
@ mucineux invasif) . firwy
- Contingent invasif
" :
£ Mucineux
g
‘B Prolifération |€pidique <3cm
© Zone d'invasion <bmm
2 AMIV )
2 . 5 Pas de lesion des structures
& (Adenocarcinome . )
= S : lymphatiques, vasculaires ou pleurales
< mini-invasif) 3
Pas de néecrose tumorale
Mucineux ou non mucineux (majoritaire)
Prolifération épidique pure <3cm
AlS Sans zone d'invasion
(Adénocarcinomein  Pas de lesion des structures
situ) lymphatiques, vasculaires ou pleurales
Mucineux ou non mucineux (majoritaire)

Figure 16: Description et aspect histologique des principaux

pulmonaires (D’apreés (507)).

sous-types d’adénocarcinomes
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I.1. Adénocarcinomes mucineux invasifs et adénocarcinomes non

mucineux

Avant la classification des adénocarcinomes pulmonaires de 2011, les adénocarcinomes Iépidiques
prédominants étaient classés en cancers bronchioloalvéolaires mucineux et non mucineux. La classification de
2015 a permis de redéfinir la classification des adénocarcinomes Iépidiques : les cancers bronchioloalvéolaires
non-mucineux ont été redéfinis en adénocarcinomes |épidiques prédominants, adénocarcinomes in situ, et
adénocarcinomes mini-invasifs et les cancers bronchioloalvéolaires mucineux ont été redéfinis en
adénocarcinomes mucineux invasifs (507) (Tableau 8). Les adénocarcinomes mucineux invasifs et les
adénocarcinomes non mucineux sont différents par le génotype des tumeurs et par certains marqueurs
immunohistochimiques. Les adénocarcinomes mucineux invasifs sont a 75% mutés pour I'oncogéne KRAS et
pour moins de 5% mutés pour 'oncogene EGFR. Différemment, 45% des adénocarcinomes lépidiques non
mucineux sont mutés pour 'EGFR contre 15% pour KRAS (Tableau 8) (505). CK20 (Cytokératine 20), un
marqueur des carcinomes, est exprimé dans 50% des adénocarcinomes mucineux invasifs et TTF1 (Thyroid
transcription factor 1), un marqueur des cellules de [l'unité respiratoire terminale, dans 15% des
adénocarcinomes mucineux invasifs alors que CK20 est exprimé dans 5% et TFF1 dans 65% des

adénocarcinomes |épidiques non mucineux (Tableau 8) (505).

Adénocarcinome lépidique
prédominant non mucineux*
Cancer bronchioloalvéolaire non mucineux**

Adénocarcinome mucineuxinvasif*
Cancer bronchioloalvéolaire mucineux™*

Cellules tumorales de grande taille
sécrétrices de mucines
Marqueurs immunohistochimiques

Histopathologie Cellules alvéolaires de type 2 et cellules Club

CK20 50% 5%
TTF1 15% 65%
Génotype

Mutation KRAS 75% 15%
Mutation EGFR <5% 45%

Tableau 8 : Différences entre les adénocarcinomes mucineux invasifs et les adénocarcinomes non
mucineux (ALP, AMIV, AIS) (D’aprés (505)). * Classification de 2015, ** Classification de 2011.

Une autre différence importante entre les adénocarcinomes mucineux invasifs et les adénocarcinomes
|épidiques prédominants non mucineux est la présence ou non de mucosécrétions. Les mucines sont des
substances mucopolysaccharidiques présentes dans les liquides de sécrétion de I'estomac, du foie ou du
systéme respiratoire. Les cellules épithéliales de ces organes se trouvent dans des environnements difficiles
subissant des fluctuations importantes en termes de pH, de concentration en ions, d’hydratation ou encore

d’'oxygénation mais aussi exposées a des protéases, des glycosidases, des lipases, plusieurs toxines et des
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agents infectieux tels que les bactéries ou les virus (44). Les mucines se caractérisent par la présence de
répétitions en tandem riches en prolines, thréonines et sérines dans le domaine extracellulaire, dont les
glycosylations sont essentielles pour leur structure et leurs fonctions. Les 18 mucines sont classées en mucines
liées a la membrane cellulaire ou transmembranaires et en mucines secrétées. On dénombre 11 mucines
transmembranaires : MUC1, MUC3A, MUC3B, MUC4, MUC12, MUC13, MUC15, MUC16, MUC17, MUC20 et
MUC21 et 7 mucines sécrétées : MUC2, MUC5AC, MUC5B, MUC6, MUC7, MUC8 et MUC19. Dans le
poumon, les mucines exprimées sont MUC1, MUC2, MUC4, MUC5AC, MUC5B, MUC6 et MUC7 (Tableau 9).

Il existe des différences du niveau d’expression des mucines dans les adénocarcinomes mucineux
invasifs et lepidiques prédominants. L’analyse de I'expression des mucines lors d’'une premiéere étude a montré
que les AMI exprimaient MUCS5AC, MUC5B et MUCG et que les ALP exprimaient a des niveaux plus faibles
MUCS5AC et MUC5B (101). Une étude récente sur plus de cinquante échantillons tumoraux a montré que les
AMI exprimaient MUC5AC, MUC5B et MUCG et étaient fréquemment mutés pour 'oncogéne KRAS et que les
ALP exprimaient MUC1 et étaient fréquemment mutés pour I'oncogene EGFR (Tableau 9) (150).

Muci Expression dans I'appareil respiratoire Expression dans les cancers Différence d'expression
ucines .
normal pulmonaires entre les AMI et les ALP
g Epithélium bronchique, tubes collect
2 pithélium bronchique, tubes collecteurs, , ) . .
g MUC1 , Adénocarcinomes, Epidermoides AP
S glandes sous muqueuses, bronchioles
S
g
£ Tubes collecteurs, cellules caliciformes,  Adénocarcinomes, Epidermoides,
2 MuC4 . ALP et AMI
= cellules alvéolaires Alarge cellules
Epithélium respiratoire, cellules ) . . . o
MUC2 . Adénocarcinomes, Epidermoides Non exprimé
caliciformes
Epithélium de la trachée et des grosses , .
MUC5AC . Adénocarcinomes AVI
3 bronches, cellules caliciformes
]
© Tubes collecteurs, glandes sous ) )
g MUC5B ) Adénocarcinomes AVI
%) muqueuses, cellules des bronchioles
MUC6 Non exprimé Adénocarcinomes AMI
Cellules séreuses des glandes sous ) . .
Muc7 g Epidermoides Non exprimé
muqueuses

Tableau 9: Expression des mucines dans I'appareil respiratoire normal et dans les cancers
pulmonaires et différence d’expression des mucines entre les AMI et les ALP (d’apres (150, 274)).

1.2 Adénocarcinome Iépidique de présentation pneumonique

La description de l'aspect histologique seul ne suffit pas a décrire la maladie en elle-méme. Il est
important de prendre en compte les aspects cliniques et radiologiques. Les adénocarcinomes Iépidiques sont
retrouvés sous forme nodulaire isolée ou sous forme pneumonique (132). La forme nodulaire isolée correspond
a un nodule périphérique unique bien limité avec un aspect en verre dépoli ou subsolide au scanner ; sur le
plan histologique, ces nodules sont majoritairement des adénocarcinomes lépidiques prédominants, c'est-a-

dire, les ALP, AMIV et les AIS (132). La forme pneumonique correspond a un véritable aspect de pneumonie
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sur une radiographie ou un scanner avec des images de condensation alvéolaire dense et parfois le
comblement de tout un lobe associé a des opacités en verre dépoli (Figure 17A) (132). Au niveau
macroscopique, le poumon présente de nombreux nodules blanchatres disséminés dans I'ensemble de
I'organe (Figure 17B) (353). Sur le plan histologique, ces adénocarcinomes sont majoritairement des AMI avec

45% d’adénocarcinomes mucineux, 40% de non mucineux et 15% de mixtes (132).

Figure 17: Aspect radiologique et macroscopique d'un adénocarcinome lépidique de type
pneumonique (d’apres (352)). A. Scanner d’'un adénocarcinome |épidique humain avec des opacités
parenchymateuses alvéolaires caractéristiques. B. Poumon atteint d’'un adénocarcinome |épidique avec de
volumineux nodules blanchétres disséminés a 'ensemble du poumon.

Les adénocarcinomes lépidiques sont cliniquement associés a une toux hautement productive et a une
insuffisance pulmonaire progressive bien que ces symptdmes ne soient pas pathognomiques de la maladie
(353, 544). lls ne sont pas associés a des métastases ganglionnaires ou systémiques (132). La premiere
transplantation bipulmonaire a été réalisée en 1991 et le patient a survécu pendant 5 ans et demi sans rechute
(157). En 2014, parmi les 15 patients atteints d’adénocarcinomes lépidiques transplantés reportés par I'lSHLT
(International Society for Heart and Lung Transplantation), 50% ont eu une rechute de cancer au niveau du
poumon transplanté avec une médiane d'apparition de 30,1 mois (30, 125, 177, 398). Des analyses des
microsatellites sur les tumeurs ont mis en évidence une rechute a partir des cellules du receveur (177, 398). La
chimiothérapie et plus précisément ['utilisation d'inhibiteur de I'activité tyrosine kinase de 'EGFR (ITK-EGFR)
sont utilisées en traitements pour les patients avec un adénocarcinome lépidique prédominant en lien avec la
fréquence de mutation activatrice de I'activité tyrosine kinase de 'EGFR (70). Les AMI, rarement mutés pour
EGFR, ne répondent pas aux inhibiteurs de 'TEGFR mais montrent une meilleure réponse aux chimiothérapies
impliquant la carboplatine, le paclitaxel et le pemetrexed, bloquant la réplication des cellules tumorales, avec
une survie globale augmentée de 13 a 20 mois (70). Malgré les avancées sur les traitements, le pronostic des
malades atteints d’adénocarcinomes Iépidiques de type pneumonique est encore mauvais avec une survie a 5

ans inférieure a 10%.

L'épidémiologie des adénocarcinomes lépidiques est différente des autres types d’adénocarcinomes

avec un lien moins important avec le tabac et une fréquence augmentée chez les femmes et les patients jeunes

47



(317, 509). Notre équipe a conduit une étude multicentrique cas-témoin sur 44 patients atteints
d’adénocarcinomes pulmonaires Iépidiques et 132 individus contrdles (44 patients avec des adénocarcinomes
lépidiques et 88 patients avec des cancers non a petites cellules d’autres types que des adénocarcinomes)
pour déterminer si I'exposition chronique aux petits ruminants pouvait étre un facteur de risque aux
adénocarcinomes Iépidiques par rapport aux autres types de cancers du poumon (317). Les données ont été
collectées a partir d'un questionnaire de 356 questions demandant la fréquence, le type d'exposition
(professionnelle ou loisir), la période de contact (enfance, adulte et &ge) aux animaux domestiques et a quelle
espéce d’animaux domestiques le patient a été exposé. L'utilisation d’'une analyse multivariée a permis
d’associer de fagon significative les adénocarcinomes Iépidiques avec les femmes, les patients jeunes, les non-
fumeurs et I'exposition professionnelle aux chévres avec un rapport de cote ou « odd-ratio » de 5,09 par rapport
aux autres types de cancers du poumon (317). Cette étude épidémiologique met en évidence une
augmentation du risque de développer un adénocarcinome Iépidique en relation avec un contact professionnel

aux chevres.

Les analogies cliniques, radiologiques et histologiques entre 'adénocarcinome pulmonaire 1épidique
chez 'homme et 'adénocarcinome pulmonaire ovin induit par le béta-rétrovirus JSRV interroge depuis des
années sur une potentielle étiologie virale de cette forme particuliére de cancer du poumon chez 'homme.
Plusieurs études suggérent un rble de JSRV ou d’'un virus apparenté (145). HYAL-2, le récepteur de JSRV, est
exprimé a la surface des cellules humaines et permet la transduction de vecteurs rétroviraux possédant
I'enveloppe de JSRV (423). Une protéine reconnue par des anticorps dirigés contre la capside de JSRV a été
détectée dans 30% des cancers bronchioloalvéolaires, 26% des adénocarcinomes pulmonaires et 29% des
carcinomes a larges cellules (118). L'immunomarquage de I'enveloppe de JSRV a montré un marquage positif
sur 21% des adénocarcinomes et des carcinomes épidermoides (296). Des séquences ADN virales env et gag
ont été détectées dans les cancers pulmonaires mais a des niveaux trés faibles et la séquence du cadre de
lecture « x» de JSRV a été détectée par PCR dans le sang de patients Africain dont certains étaient
séropositifs pour le VIH (296, 355). Une étude sur des cancers bronchioloalvéolaires provenant de patients de
deux populations italiennes de Sardaigne et de Campanie a montré la présence de séquence ADN de
I'endogéne de JSRV dans 91% des cancers bronchioloalvéolaires, 25% des poumons normaux et 25% des
foies provenant de patients de Sardaigne testés par PCR (432). A linverse, d'autres études ont mis en
évidence 'absence de séquences JSRV endogénes ou exogenes dans des cancers bronchioloalvéolaires et
des adénocarcinomes pulmonaires (565). L'analyse par séquencage haut débit sur cing adénocarcinomes
lépidiques (2 LPA, 2 AMI et 1 adénocarcinome mixte) a montré 'absence de séquence virale proche de JSRV
ou de quelques autres virus dans ces échantillons (50). L'utilisation d’'un anticorps monoclonal dirigé contre
I'enveloppe de JSRV sur des coupes de 53 cancers bronchioloalvéolaires et 50 autres types de cancers
pulmonaires n’a montré aucun marquage et ce, méme dans des tumeurs provenant de Sardaigne et du Pérou
ou les habitants cohabitent avec des moutons souvent infectés par JSRV (340). De fagon intéressante, une

corrélation entre cancers bronchioloalvéolaires et infections par HTLV-1 a été montrée dans une étude

48



japonaise sur 212 patients atteints de cancers pulmonaires (371). L'ensemble de ces données ne permet pas
de conclure sur une potentielle implication de JSRV dans I'induction de I'adénocarcinome lépidique humain. La

question d’'une étiologie virale reste importante pour comprendre les adénocarcinomes lépidiques humains.

POINTS FORTS A RETENIR :

L’adénocarcinome lépidique humain : un cancer similaire a 'adénocarcinome pulmonaire ovin

0.
0.0

Adénocarcinomes : plus de 40% des cancers pulmonaires chez 'homme

Rl
0.0

Plusieurs types histologiques d’adénocarcinomes : acinaire, [épidique, papillaire, micropapillaire
et solide

¢ Les adénocarcinomes Iépidiques se décomposent en :

1. Non mucineux : ALP/AMIV/AIS 2. Mucineux : AMI
Mutations EGFR Mutations KRAS
Expression MUC1 Expression MUC5AC, MUC5B
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IV.Invasion tumorale et métastases

Les métastases sont des foyers de cellules provenant d'une tumeur primaire localisée dans un organe
et qui se disséminent vers des organes anatomiquement éloignés, s’y adaptent et s’y multiplient. Plus de 90%
de la mortalité des cancers est due aux métastases et non aux tumeurs primaires a partir desquelles ces
métastases se développent (512). De ce fait, de nombreux suppresseurs de métastases ont été mis en
évidence comme cibles thérapeutiques potentielles ; parmi eux, des facteurs de communication intercellulaire
tels que NM23-H1/H2 (Non Metastatic clone #23 H1 and H2), KISS1 (KiSS-1 metastatic-suppressor 1) ou
RhoGD12 (protéine se liant aux Rho GTases), des récepteurs cellulaires tels que CD82 et des facteurs de
transcription tels que LSD1 (Lysine Demethylase 1A) (pour revue (228)). Une surexpression de KISS-1, par
exemple, diminue l'invasion des lignées cellulaires de cancers colorectaux par le blocage de la voie PI3K/AKT ;
PIBK/AKT a leurs tours, diminuent I'expression de MMP9 (Matrix Metallopeptidase 9) (91).

Les métastases sont parfois détectées aprés une chirurgie, des chimiothérapies ou des radiothérapies
de tumeurs ; elles proviennent de micro-métastases présentes avant les traitements mais non détectées,
dérivent des résidus d’une tumeur primitive qui n‘aurait pas été totalement éliminée ou peuvent étre induites par
le traitement lui-méme (326). Par exemple, une augmentation de cellules tumorales circulantes, précurseurs
des métastases, a été observée dans la veine pulmonaire de patients atteints de cancers pulmonaires non a
petites cellules aprés un traitement chirurgical de la tumeur (201). Les cellules tumorales envahissent

I'organisme par les voies sanguines et lymphatiques.

IV.1. La formation des métastases

En 1889, Paget a émis I'hypothése que les métastases se formeraient par l'intermédiaire d’'une
communication entre les cellules cancéreuses, « les graines », et le microenvironnement tumoral, « le sol »
(388). Le microenvironnement tumoral est une source de signaux de croissance et d’invasion pour les cellules
tumorales générée par le stroma associé a la tumeur, les cellules immunitaires, les macrophages, les cellules
dendritiques et les fibroblastes. Ces signaux sont responsables de l'invasion locale, c'est-a-dire de I'entrée des
cellules des tumeurs primaires dans le stroma tumoral et dans le tissu normal adjacent (Figure 18). Par
exemple, dans les cancers pulmonaires non a petites cellules, une augmentation de la production de I'lL-10
(Interleukine 10) par les macrophages associés a la tumeur est un facteur de mauvais pronostic, IL-10 stimulant
la croissance et l'invasion tumorale (569). Une étape clé dans l'invasion locale est la conversion des cellules
épithéliales en cellules mobiles, invasives et daspect mésenchymateux, la transition épithélio-
mésenchymateuse ou EMT (Epithelial Mesenchymal Transition). Dans ce processus, les cellules épithéliales
perdent I'adhésion cellule-cellule, I'adhésion cellule-matrice extracellulaire et leur polarité. L'expression des
marqueurs de cellules épithéliales est diminuée voir inhibée, comme c'est le cas de CDH1 (Cadherin 1) au
profit des marqueurs des cellules mésenchymateuses tels que la vimentine, la fibronectine, CDH2 (Cadherin 2),

ou encore I'a-SMA (o-Smooth Actin) (551). LEMT est induite par des facteurs produits par les cellules
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tumorales et par les cellules du stroma : des facteurs de croissance tels que TGF-3 (Transforming Growth
Factor B) et I'lL1pB (Interleukine 1B), des récepteurs tyrosine kinase tels que FGFR (Fibroblast Growth Factor
Receptor) et par les protéines des voies WNT, NOTCH et Hedgehog (551). TGF-§ active via ces récepteurs les
facteurs de transcription SMAD2/3 (SMAD family member 2/3), SNAI1/2 (Snail family transcriptional repressor 1
and 2) et TWIST (Twist family bHLH transcription factor) qui répriment I'expression de CDH1, et active
I'expression de I'a-SMA (551). Les cellules tumorales et les cellules du stroma secrétent les métalloprotéinases
MMP2, 7, 8 et 9 qui dégradent la matrice extracellulaire facilitant l'invasion. MMP7 dégrade les composants de
la matrice extracellulaire tels que I'élastine, le collagéne de type 4 et la fibronectine. Sa surexpression dans les
cancers pulmonaires non a petites cellules corréle avec la prolifération des cellules tumorales et un mauvais
pronostic (298). Les MMP clivent d'autres protéines de la matrice extracellulaire qui ont des effets pro-invasifs.
Dans des lignées de tumeurs mammaires humaines, la protéine MMP2 exprimée par les macrophages, clive la
laminine 5, un composant de la membrane basale qui est un analogue du ligand EGF dans I'activation de

'EGFR et dans l'induction de l'invasion cellulaire (185).

Formation de la
tumeur primaire

1. Invasion locale 2. Intravasation

4. Arrétau niveau d’un organe 3.Survie dans la circulation

5. E)gtra\gasition ! !

6. Survie dans un nouvel Détection des métastases
environnement 7. Colonisation métastatique

Figure 18 : Etapes de mise en place des métastases a partir d’'une tumeur primaire (d’apres (512)).

L'intravasation est l'entrée des cellules tumorales dans la lumiére des vaisseaux sanguins ou
lymphatiques (Figure 18). Les vaisseaux sanguins présents au sein des tumeurs possédent moins de péricytes
et sont plus perméables que les autres vaisseaux sanguins, ce qui facilite 'entrée des cellules tumorales dans
la circulation sanguine (79). Le facteur de croissance TGF-f est impliqué dans 'augmentation de l'intravasation
des cellules tumorales mammaires (184). Des facteurs en aval de I'activité de TGF-B, tels que CSF1R (Colony
Stimulating factor 1 receptor) et LHX2 (LIM Homeobox 2) sont également impliqués dans ce processus. CSF1R
stimule l'invasion et l'intravasation des cellules tumorales mammaires en inhibant I'expression des kératines et

des claudines, deux protéines inhibitrices de l'invasion (400). L’expression de LHX2 augmente l'intravasation
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des cellules épithéliales mammaires tumorales murines par l'intermédiaire du facteur de croissance PDGFB
(Platelet Derived Growth Factor B) (272). LEGFR a également un réle important dans cette étape
d’intravasation puisque sa surexpression augmente l'intravasation des cellules mammaires de rat MTLn3 et les
métastases in vivo (302). Les macrophages et les cellules tumorales mettent en place une boucle de

rétrocontrole positif de sécrétion de 'EGF et de CSF1 permettant I'activation de leur récepteur (549).

Les mécanismes métastatiques sont peu efficaces. Chez des patientes atteintes de cancer du sein,
seule une cellule métastatique sur soixante millions survie aux différentes étapes permettant la colonisation des
organes distants de la tumeur primaire (105). Lorsqu’elles entrent dans la circulation sanguine, les cellules
cancéreuses sont soumises a divers stress qui ne permettent pas leur survie tels que la perte d’adhésion
cellulaire a la matrice extracellulaire, leur reconnaissance par les cellules immunitaires et leur exposition aux
forces hémodynamiques (Figure 18). La perte d’adhésion cellulaire a la matrice extracellulaire induit I'anoikis,
une forme de mort cellulaire. Les cellules cancéreuses circulantes sont résistantes a I'anoikis grace a
I'expression des FAK (Focal Adhesion Kinase) qui activées, se fixent aux intégrines présentes sur leurs
endosomes et conferent une résistance a I'anoikis (7). L'IGF1R (Insulin-like Growth Factor 1 Receptor), la
claudin1, 'ATF4 (Activating transcription factor 4), le TRKB (Tyrosine receptor kinase B), la protéine WNT2 et
ZNF304 (Zinc Finger Protein 304) conférent également une résistance a I'anoikis des cellules cancéreuses
circulantes (pour revue (241)). La capacité d’échappement des cellules cancéreuses circulantes aux cellules
immunitaires est induite par I'expression de TGF-B. Ainsi, il a ét¢ montré que lors de I'activation de la transition
épithélio-mésenchymateuse par TGF-B, les cellules cancéreuses pulmonaires sur expriment & leur surface
CD59, un inhibiteur du complément, ce qui leur confére un mécanisme d’échappement au systéme immunitaire
(187). Les cellules cancéreuses circulantes s'associent aux thrombocytes qui permettent leur arrét au niveau de
I'endothélium participant au développement de lésions secondaires (178). Les cellules cancéreuses peuvent
migrer sous forme de cellules uniques ou d’'un amas de cellules. Les amas de cellules sont composés d'un
groupe de 2 a 100 cellules tumorales possédant une forte adhésion cellule-cellule (158). Les amas de cellules
sont rares et fortement métastatiques ; dans un modéle murin de cancer mammaire, les amas ne représentent
que 2 a 5% des cellules cancéreuses circulantes mais sont & l'origine de 50% des métastases (2). Dans les
cancers pulmonaires, les amas sont associés aux adénocarcinomes acinaires et aux carcinomes épidermoides

et les cellules uniques sont associées aux cancers a petites cellules (415).

En entrant dans la circulation sanguine, les cellules métastatiques ont le potentiel d'atteindre tous les
organes mais les observations cliniques ont montré que ces cellules se localisent préférentiellement dans
certains organes ou tissus (512) (Tableau 10). Les métastases des cancers pulmonaires se localisent
préférentiellement dans les glandes surrénales, le foie, le cerveau et les os et les métastases des cancers

mammaires se localisent préférentiellement dans le cerveau, les os, le foie et le poumon.
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Type de tumeur primaire Métastases

Sein Cerveau, os, foie, poumon
Colon-Rectum Foie, poumon

Rein Glandes surrénales, os, cerveau, foie, poumon
Poumon Glandes surrénales, foie, cerveau, 0s
Ovaires Foie, poumon, peritoine

Pancréas Foie, poumon, peritoine

Prostate Glandes surrénales, os, foie, poumon
Estomac Foie, poumon, peritoine

Foie Poumon, os, cerveau

Col de l'utérus Vessie, rectum, poumon, 0s

Vessie Foie, poumon, os

Mélanome Poumon, cerveau, peau, foie
Sarcome Poumon

Tableau 10 : Localisation préférentielle des métastases (D’apres (241))

Le déterminisme du site métastatique n'est pas complétement élucidé ; les cellules cancéreuses
circulantes peuvent étre arrétées au niveau des capillaires des organes car le diamétre des cellules va
dépasser celui de ces petits vaisseaux ou il existe des interactions ligands-récepteurs entre les cellules
cancéreuses circulantes et les cellules endothéliales vasculaires de I'organe cible. La présence de protéines
telles que la métadherine, exprimée a la surface des cellules cancéreuses mammaires va permetire
I'établissement des métastases dans le poumon ; la production des molécules pro-inflammatoires telles que le
TGF-a et I'lL1-B par les cellules cancéreuses pulmonaires ou colorectales facilite le développement des
métastases dans le foie (27, 66). L'interaction entre I'intégrine a3f1 des cellules cancéreuses circulantes
mammaires et la laminine 5, un composant de la membrane basale des vaisseaux pulmonaires, permet 'arrét

des cellules cancéreuses et la formation de métastases pulmonaires (535).

Lorsque les cellules cancéreuses circulantes provenant de diverses tumeurs primaires atteignent
I'organe ou elles vont s'implanter, elles sortent de la circulation sanguine par extravasation (Figure 18). Ainsi,
lorsque les cellules cancéreuses circulantes atteignent le poumon, elles doivent traverser la membrane basale
soutenant les cellules épithéliales pulmonaires avant de pouvoir s'implanter. L’enzyme LOX (Lysyl Oxydase),
secrétée par les cellules tumorales, modifie la matrice extracellulaire et facilite le recrutement des cellules
myéloides, produisant MMP2, au site pré-métastatique (156). Des molécules comme EREG (Epiregulin), COX2
(Cyclooxygenase 2), MMP1 et ANGPTL4 (Angiopoietin-like 4) produites par les cellules tumorales ont la
capacité de faciliter I'extravasation en augmentant la perméabilité des vaisseaux sanguins pulmonaires (241).
L’envahissement cérébral nécessite le passage de la barriére hémato-encéphalique comprenant une couche de
cellules endothéliales trés jointives et des astrocytes (1). L'enzyme ST6GALNACS (ST6 N-
acetylgalactosaminide alpha-2,6-sialiltransferase 5) augmente I'adhésion des cellules tumorales mammaires
aux cellules endothéliales cérébrales et favorise le passage a travers la barriére hémato-encéphalique (57).

Une augmentation de I'expression d’ANGPT2 (Angiopoietine 2) par les cellules tumorales mammaires induit
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des changements de distribution des protéines de jonction des cellules endothéliales ZO1 (Zonula Occludens
1) et claudin-5 rendant la barriére hémato-encéphalique plus lache (29). D’autres molécules telles que I'lL-11,
IL-6, TGF-B, FAK et NFkB permettent l'arrét des cellules cancéreuses circulantes dans les sites pré-
métastatiques et I'extravasation (241). Des miRNA sont également impliqués dans l'induction de métastases et
dans le mécanisme d’extravasation (pour revue (135)). Par exemple, miR-181c présent dans les microvésicules
dérivées des cellules cancéreuses a la capacité de détruire la barriere hémato-encéphalique en induisant une
localisation anormale de I'actine par la dérégulation de sa cible PDPK1 (3-Phosphoinositide Dependent Protein
Kinase 1) (503).

Les environnements des sites primaires des tumeurs ou des sites métastatiques différent par leur
stroma, les constituants de la matrice extracellulaire, les facteurs de croissances, les cytokines et leur
architecture auxquels les cellules circulantes doivent s'adapter. Divers facteurs cellulaires exprimés par les
cellules tumorales tels que S100A8 et A9 (S100 calcium binding protein A8 et A9), MMP9, AKT et CXCL12 (C-
X-C motif Chemokine Ligand 12) permettent 'adaptation des cellules tumorales a leur environnement (Figure
18). Les protéines S100A8 et S100A9 sont surexprimées dans les cancers du sein, colorectaux et de la
prostate (474). Ces protéines de liaison au calcium forment des homo ou hétéro complexes importants pour les
activités biologiques ; elles stimulent le chimiotactisme, la migration et I'adhésion cellulaire. Les protéines
S100A8 et A9 sont exprimées par les cellules immunitaires infilirantes de la tumeur et par les cellules tumorales
(294). Leur expression par les cellules tumorales circulantes attire les cellules myéloides (monocytes et
granulocytes) exprimant les ITGAM (intégrine aM) a leur surface au niveau de la niche métastatique
pulmonaire. Des anticorps ciblant S100A8 et A9 bloquent l'infiltration de ces cellules myéloides ITGAM positive
et réduisent les métastases pulmonaires de 80 a 90% (212). Les cellules myéloides ITGAM positives expriment
également VEGFR1 (Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 1) a leur surface. Elles secrétent la
métalloprotéase MMP9 permettant la libération du VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) présent dans la
matrice extracellulaire sous forme libre et ce facteur de croissance favorise le pouvoir métastatique (211). Ainsi,
linhibition de VEGFR1 des cellules myéloides empéche la formation des métastases (212). Les fibroblastes et
les cellules mésenchymateuses exprimant CD45 et CD13 infiltrent les Iésions et induisent une augmentation de
I'expression de MMP9 par le tissu ou se développent les métastases facilitant ainsi I'accrochage des cellules
tumorales dans leur nouvel environnement (416). Les cellules métastatiques activent des voies de signalisation
telles que la voie SRC et favorisent leur prolifération dans la niche pré-métastatique. Lorsque les cellules
tumorales mammaires n’activent pas la voie SRC, elles n'ont pas la capacité de persister dans les tissus
osseux mais peuvent toujours y migrer. SRC active la voie de prolifération cellulaire PI3K/AKT par
lintermédiaire de CXCL12 et CXCR4 (C-X-C motif Chemokine Receptor 4). SRC protege également les
cellules tumorales mammaires de la mort cellulaire par ses effets inhibiteurs sur TNFSF10 (Tumor Necrosis

Factor Superfamily Member 10), un facteur pro-apoptotique (571).

La formation de métastases n'est pas immédiate apreés ['infiltration des cellules tumorales circulantes

dans les organes distants de la tumeur primaire. Un temps de latence plus ou moins long peut étre observé
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avant la formation de métastases (Figure 18). Les cancers du poumon, du pancréas et les mélanomes ont un
temps de latence court. Les cancers pulmonaires non a petites cellules et les mélanomes forment des
métastases trés rapidement au cours de leur développement et ces métastases sont responsables des
rechutes dans l'organe d'origine ou aux sites métastatiques préférentiels pour ces deux cancers (368). De
facon différente, lorsque les cellules tumorales circulantes des cancers du sein, de la prostate et de la téte et du
cou infiltrent les organes distants, elles entrent en dormance et ne proliférent plus (368). Cette dormance est
induite par I'action de signaux d’inhibition provenant du stroma du tissu héte. Lors de l'arrivée des cellules
tumorales circulantes provenant de cancers de la téte et du coup vers les os, les facteurs de croissance TGF-
B2, BMP4 et 7 (Bone Morphogenic Protein 4 and 7) produits dans le tissu osseux activent la protéine p38
inhibitrice de la voie MAPK ainsi que les inhibiteurs des CDK (Cyclin Dependant Kinase) (58). Les cellules
tumorales prostatiques en dormance dans le tissu osseux expriment les récepteurs a GAS6 (Growth Arrest-
Specific protein 6), c’est a dire AXL (AXL receptor tyrosine kinase), TYRO3 (TYRO3 protein tyrosine kinase) et
MERTK (MER proto-oncogen, Tyrosine Kinase). Lors de la fixation de GAS6 produit par les cellules osseuses,
les cellules tumorales prostatiques en dormance arrétent leur croissance et ne répondent plus aux signaux de
prolifération induits par la fibronectine et les intégrines de la matrice extracellulaire des os (492). Les cellules
cancéreuses dormantes doivent également faire face aux cellules immunitaires présentes au niveau du site
pré-métastatique. Les cellules cancéreuses dormantes adoptent alors des caractéristiques de cellules souches
par 'expression des facteurs de transcription spécifiques des cellules souches SOX2 et 9 (SRY Box 2 and 9)
leur permettant d'échapper aux cellules immunitaires (324). L'expression de l'inhibiteur de la voie WNT, DKK1
(Dickkopf WNT signaling pathway inhibitor 1), par les cellules cancéreuses dormantes permet le ralentissement
de leur cycle cellulaire (324). Lorsque les cellules métastatiques sortent de leur dormance, elles expriment des
inhibiteurs des BMP tels que DANDS (DAN domain BMP antagonist family member 5), réactivent la
signalisation par 'EGFR gréce aux protéines de la matrice extracellulaire telles que la fibronectine, les
intégrines et VCAM1 (Vascular Cell Adhesion Protein 1) et la signalisation par le TGF-. EGFR active alors les
voies de prolifération cellulaire SRC et MAPK qui moduleront les cyclines D1 et D3, impliquées dans le cycle
cellulaire (471).

L'un des mécanismes essentiel pour la formation de métastases est I'entrée des cellules tumorales
dans les circulations sanguines et lymphatiques. Cette entrée est favorisée par la néo formation de vaisseaux
sanguins (angiogenése) et lymphatiques (lymphangiogenése) permettant la dissémination des cellules

tumorales.
IV.2. Angiogenése et lymphangiogenése

Au cours du développement embryonnaire, deux systémes circulatoires distincts mais étroitement liés
se forment : le systeme vasculaire sanguin et le systéme lymphatique. Le systéme vasculaire sanguin assure la
distribution des nutriments et I'élimination des déchets du métabolisme via le sang. Il est composé des veines

acheminant le sang des organes vers le coeur, des artéres acheminant le sang du cceur vers les organes, et
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des capillaires sanguins alimentant les organes. Le systéme lymphatique est composé d'un réseau de
capillaires fins, de ganglions lymphatiques et des organes lymphoides permettant le drainage de la lymphe et
I'activation de la réponse immunitaire lors d’une infection. Les cellules immunitaires (lymphocytes B et T,
cellules présentatrices d’'antigénes et macrophages) sont transportées par les vaisseaux lymphatiques a partir
de la peau et des autres organes vers les ganglions lymphatiques ou est initiée la réponse immunitaire (564).

Le systéme lymphatique permet également le retour du plasma dans la circulation sanguine.
IV.2.1. Les systémes vasculaires sanguins et lymphatiques:

La vasculogenése, premiére étape du développement des systémes vasculaires sanguins et
lymphatiques, apparait trés tt dans I'embryogenése. Chez la souris, elle commence autour du 7éme jour
d’embryogenése. Les hémangioblastes, cellules progénitrices des systemes vasculaires sanguins et
lymphatiques, donnent naissance aux cellules souches hématopoiétiques précurseurs des cellules sanguines
circulantes et aux angioblastes formant les endothéliums vasculaires. Ces étapes initiales permettent la
formation d’un réseau vasculaire primitif qui sera remodelé par I'angiogenése en un réseau hautement organisé
de vaisseaux sanguins comprenant les artéres, les veines et les capillaires. Les artéres et les veines sont
composées de trois tuniques morphologiquement distinctes (Figure 19A). L'intima, bordant la lumiére des
vaisseaux, est composée de cellules endothéliales en contact direct avec le sang, et d'une membrane basale.
La média, entourant l'intima, contient des cellules musculaires lisses et des constituants extracellulaires tels
que I'élastine, le collagéne et les protéoglycanes. L'adventice, la tunique la plus externe est composée de fibre
de collagéne et de fibroblastes. Les capillaires sont en contact direct avec les tissus. lls sont composés d’une
couche de cellules endothéliales entourées par une membrane basale et des péricytes. Les péricytes sont
apparentés aux cellules musculaires lisses vasculaires et sont intégrés au sein de la membrane basale
vasculaire leur permettant un contact direct avec I'endothélium (23). Il existe trois types de capillaires, les
capillaires continus (cellules endothéliales jointives et lame basale continue) présents au niveau des muscles
ou des poumons par exemple ; les capillaires fenétrés (parois endothéliales perforées et membranes basales
continues) permettant des échanges moléculaires plus importants et présents dans les intestins et les reins par
exemple et les capillaires discontinus (cellules endothéliales irrégulierement jointives présentant des pores et
une membrane basale discontinue) ayant un diametre plus important ralentissant le sang, facilitant les

échanges sang/tissus et étant présents dans la rate et le foie par exemple.
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A. Systéeme vasculaire sanguin B. Systéme lymphatique
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Figure 19 : Structure des vaisseaux sanguins (A) et lymphatiques (B).
D'aprés (380, 564).

Le systéme lymphatique se développe apres le systeme sanguin ; chez les souris, il apparait autour du
9éme jour d’embryogenése. Des cellules endothéliales veineuses se mettent a exprimer entre autres, LYVE-1
(Lymphatic Vessel Endothelial hyaluronan receptor 1) et PROX1 (Prospero Homeobox 1), deux marqueurs des
cellules endothéliales lymphatiques et forment les sacs lymphatiques primaires. Ceux-ci sont remodelés et
subissent une maturation formant le plexus lymphatique primaire puis un réseau hiérarchisé de capillaires et de
vaisseaux lymphatiques. Les capillaires lymphatiques sont borgnes, composés d’une couche de cellules
endothéliales lymphatiques interconnectées par des jonctions discontinues et ne possédent pas de jonctions
serrées et adhérentes (Figure 19B) (34). Une membrane basale entoure les capillaires lymphatiques, ils ne sont
pas recouverts par des cellules musculaires lisses et sont ancrés a la matrice extracellulaire par des fibres de
collagene (564). Les capillaires lymphatiques convergent en vaisseaux lymphatiques collecteurs et en troncs
lymphatiques composés de cellules endothéliales lymphatiques entourées de cellules musculaires lisses. Les
cellules endothéliales lymphatiques ont trés peu de jonctions adhérentes et serrées, permettant leur
perméabilité aux fluides interstitiels, aux protéines et facilitant la migration des cellules immunitaires. Les

vaisseaux lymphatiques possédent des valves assurant le transport unidirectionnel de la lymphe (564).

A 'age adulte, les vaisseaux sanguins sont quiescents dans la plupart des organes et 'angiogenese
ne se déclenche que lors de conditions particuliéres telles que le cycle ovarien et au niveau placentaire pendant
la grossesse (77). Les cellules endothéliales conservent cependant leur capacité a se diviser rapidement lors

de stimuli externes tels que I'hypoxie pour les vaisseaux sanguins ou linflammation pour les vaisseaux
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lymphatiques. L'angiogenése et la lymphangiogenése sont également réactivées lors de la réparation de

blessures.
IV.2.2. Molécules régulant I’angiogenése et la lymphangiogenése

VEGF et leurs récepteurs : protéines clés de la vascularisation

De nombreuses molécules sont impliquées dans I'angiogenese et la lymphangiogenése dont le
VEGFA (Vascular Endothelial Growth Factor A) découvert en 1983 par son implication dans la perméabilité
vasculaire (452). Par la suite, d’autres facteurs VEGF ont été découverts : VEGFB, VEGFC, VEGFD, VEGFE,
VEGFF et PIGF (Placenta Growth Factor). Les VEGF appartiennent a la superfamille des PDGF (Platelet
Derived Growth Factor), des glycoprotéines sécrétées sous forme de dimeres covalents liés par des ponts
disulfures et possédant un domaine d’homologie aux VEGF composé de 8 résidus cystéines strictement
conserves (Figure 20). Les VEGF sont des ligands se fixant sur les VEGFR (Vascular Endothelial Growth
Factor Receptor) exprimés a la surface des cellules endothéliales, sur les protéines transmembranaires NRP
(Neuropilines) et sur les HSPG (Heparan Sulfate Proteoglycan) présents a la membrane plasmique ou dans la

matrice extracellulaire.

La famille des ligands VEGF
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Figure 20 : Molécules de la famille des VEGF (Adapté de (293)).

Le géne VEGFA, activateur principal de I'angiogenése, est composé de huit exons subissant un
épissage alternatif pour coder plusieurs isoformes dont les plus importantes chez 'homme sont VEGFA12,
VEGFA+gs, VEGFA1g9 et VEGF A6 correspondant au nombre d’acides aminés aprés clivage du peptide signal
(519). L'expression de VEGFA est régulée au niveau transcriptionnel par la présence de HRE (Hypoxia

Response Element) sur son promoteur ; le facteur de transcription HIF1a (Hypoxia inducible factor 1, alpha
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subunit), répondant a I'hypoxie, se fixe sur ces HRE et active I'expression de VEGFA. La stabilité des ARNm de
VEGFA est induite par la présence de séquences ARE (AU Rich Elements) situées en 3' des ARNm ou se
fixent des protéines conduisant les ARNm vers la dégradation ou la traduction. HSPA1A (Heat Shock Protein
family A member 1A) se fixe et stabilise les ARNm de VEGFA; a linverse, les protéines HNRNDP
(Heterogenous Nuclear Ribonucleoprotein D) et ZFP36 (Zinc Finger Protein 36) induisent leur dégradation
(265, 553). Des miRNAs sont impliqués dans la régulation traductionnelle de VEGFA ; parmi eux, les miR-297,
miR-299, miR-567 et miR-609 ciblent la séquence CARE (CA-Rich Element) en 3’ UTR de 'ARNm et inhibent
fortement la synthése protéique sans aucune dégradation de 'ARNm (237). L’expression de VEGFA est induite
par HIF1a lors d’'une hypoxie cellulaire, par des facteurs de croissance tels que TGFa, TGFf, des cytokines tels
qu’'lL-6 ou lors de I'activation de 'oncogene RAS (168, 325). Le géne VEGFB est composé de sept exons et par
épissage alternatif de I'exon 6 produit deux isoformes VEGFB1e7, une forme soluble et VEGFB1gs, une forme
liée a la matrice extracellulaire (375). Son expression est induite par la voie Hedgehog et récemment, il a été
montré que PPRC1a (Peroxisome Proliferator Activated Receptor y, Coactivator 1a), un régulateur du
métabolisme des mitochondries et ESRRA (Estrogen Related Receptor a) régulaient I'expression de VEGFB
(281, 335). Le gene PIGF est composé de sept exons et produit quatre isoformes par épissage alternatif, PIGF1
a PIGF4 (133). L'expression de PIGF est augmentée par le TGF-a, 'IFNG (Interferon y) et est diminuée par
TLR4 (Toll Like Receptor 4) dans des cellules primaires trophoblastiques (253). VEGFC et VEGFD sont
exprimés sous forme de précurseurs comportant deux pro-peptides en N et C-term et clivés, par une protéine
furine-like, en protéines actives (537). L'expression de VEGFC est activée par des facteurs de croissance tels
que TGF-a dans les vaisseaux de I'ceil, par 'enzyme COX2 et le récepteur RARa (Retinoic acid Receptor a)
dans des lignées cellulaires pulmonaires (138, 301). L’expression de VEGFD est également activée par RARa

dans le poumon (245).

Les récepteurs VEGFR1, VEGFR2 et VEGFR3 sont exprimés a la surface des cellules endothéliales
vasculaires ; VEGFR2 et VEGFR3 sont également exprimés a la surface des cellules endothéliales
lymphatiques (465). Ce sont des récepteurs a activité tyrosine kinase avec une partie extracellulaire permettant
la fixation des ligands, une partie transmembranaire et une partie intracellulaire avec un domaine tyrosine
kinase (Figure 21). La partie extracellulaire des VEGFR possede sept domaines « immunoglobulin-like », sauf
VEGFR3 qui subit un clivage protéolytique au niveau du sixieme domaine, les deux parties restant liées par un
pont disulfure. Ce sont les deuxiéme et troisiéme domaines qui permettent la fixation des ligands VEGF.
VEGFR1 fixe VEGFA, B et PIGF, VEGFR2 fixe VEGFA, VEGFC et VEGFD apres clivage protéolytique ;
VEGFRS fixe VEGFC et D (Figure 21) (465). Au contact de leurs ligands, les récepteurs s’homodimérisent ;
VEGFR2 pouvant également se dimériser avec VEGFR1 et VEGFR3 (458). Suite a la dimérisation, les
domaines tyrosine kinase s'autophosphorylent induisant une cascade de signalisation aboutissant a la
prolifération et a la survie des cellules endothéliales. Des formes solubles de VEGFR1 et VEGFR2, sVEGFR1
et sSVEGFR2, ont été observées et peuvent également lier les ligands VEGF. L'expression des VEGFR est

contrélée par des séquences introniques fixant des facteurs de transcription de type ETS (E-26 Transformation
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Specific). Les motifs CRE (cCAMP Responsive Element) et ETS4 sont importants pour I'expression de VEGFR1
par la fixation de CREBP (cAMP Responsive Element Binding Protein) (530). L'expression de VEGFR1 est
augmentée par I'hypoxie médiée par HIF1a (179). Les ETS contrélant I'expression de VEGFR2 sont ETV2
(ETS variant 2), GATA2 (GATA binding protein 2), SOX7 (SRY-box 7), FOXC2 (Forkhead box C2) et RBPJk
(Recombination signal binding protein for imunoglobulin kappa J region). Les protéines de la voie FGF
permettent I'activation de I'expression de VEGFR2 par I'intermédiaire de la fixation du facteur de transcription
FOXC2 et les protéines de la voie NOTCH par l'intermédiaire de la fixation du facteur RBPJk (43). En plus des
séquences reconnues par les facteurs de transcription ETS, VEGFR2 contient des séquences promotrices
permettant la fixation des facteurs de transcription AP-2 (Activator protein 2), SP-1 (Specificity Protein 1) et
NFkB, ce dernier contrélant également I'expression de VEGFR3 (401). ETV2 agit en collaboration avec PROX1
pour activer I'expression de VEGFR3 ; TGF-B et BMP9 (Bone Morphogenic protein 9) inhibent I'expression de
VEGFR3 (564).

PIGF VEGF-C

VEGF- D
sVEGFR1 v 6
NRP1 g 8 NRP1 % 8 NRP2

Maturation
VEGFR1 VEGFR1/ VEGFR2 VEGFR2/ VEGFR3
VEGFR2 VEGFR3

Domaine
tyrosine kinase

Figure 21: Ligands et récepteurs de la voie VEGF (D’aprés (309)). Les ligands VEGF se lient a leurs
récepteurs, présents a la surface des cellules endothéliales, avec des spécificités différentes indiquées par les
fleches. VEGFC et D subissent des maturations, clivage des pro-peptides, leur permettant de se lier @ VEGFR2
et VEGFRS.
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Les NRP1 et NRP2 (Neuropilin 1 and 2) sont deux protéines transmembranaires possédant une partie
extracellulaire composée de deux domaines a1 et a2 liant les sémaphorines (glycoprotéines sécrétées

impliquées dans le guidage des axones pendant le développement embryonnaire), deux domaines b1 et b2
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liant les ligands VEGF et un domaine ¢ permettant la dimérisation des NRP, une partie transmembranaire et
une partie cytoplasmique permettant la transduction du signal (Figure 21). NRP1 et NRP2 sont exprimés sous
forme d’homodimeres ou d’hétérodiméres NRP1/NRP2 (209). NRP1 et NRP2 sont des co-récepteurs des
VEGFR en facilitant l'interaction entre les ligands VEGF et leurs récepteurs VEGFR.

FGF, PDGF, ANGPT et leurs récepteurs : voies alternatives de la vascularisation

Les voies FGF/FGFR, PDGF/PDGFR et ANGPT/TIE (Angiopoietin/Tyrosine Kinase with
Immunoglobulin-like and EGF-like domains) sont des alternatives & I'activation de I'angiogenese et de la
lymphangiogenese. La famille FGF comporte 22 protéines sécrétées agissant comme des facteurs paracrines,
autocrines et endocrines. Les protéines FGF1 et FGF2 sont impliquées dans I'angiogenése par leur fixation sur
les récepteurs FGFR1 a FGFR4 (181). Les récepteurs FGFR sont composés d’'une partie extracellulaire
composé de trois domaines « immunoglobulin-like » (D1 & D3) indispensables pour la liaison des FGF sur leurs
récepteurs, d’'une partie transmembrannaire et d’une partie cytoplasmique contenant I'activité tyrosine kinase
(Figure 22A) (181). Les protéines PDGFA a PDGFD sont, comme les VEGF, des glycoprotéines sécrétées
sous forme de diméres covalents liés par des ponts disulfures qui activent des voies de signalisation cellulaire
par l'intermédiaire des récepteurs, PDGFRa et PDGFRpB. PDGFA et PDGFC se fixent et activent PDGFRa et
PDGFB et PDGFD se fixent et activent PDGFRp (55). Les récepteurs aux PDGF sont composés de cing
domaines « immunoglobulin-like » extracellulaires, d’'un domaine transmembranaire et d’'un domaine
intracytoplasmique a activité tyrosine kinase permettant la transduction du signal (Figure 22B) (55). La fixation
des ligands FGF ou PDGF sur leur récepteur induit leur dimérisation et la trans-phosphorylation de leur
domaine tyrosine kinase. Les ANGPT (Angiopoietines) sont, quant a elles, des glycoprotéines composées des
domaines SCD (Super-Clustering Domain) permettant leur multimérisation, CCD (Coiled Coil Domain)
permettant 'homo-oligomerisation des ligands et FReD (Fibrinogen-like Domain) permettant leur fixation sur les
récepteurs TIE2 (159). Les ANGPT1 et ANGPT2 sont conservées entre les espéces de vertébrés, ANGPT3 et
ANGTP4 sont des genes orthologues présents respectivement chez la souris et 'homme. Les récepteurs TIE1
et TIE2 sont composés d’une partie extracellulaire avec trois domaines « immunoglobulin-like », trois domaines
d’homologie aux EGF et trois domaines « Fibronectin type lll-like », d'une partie transmembranaire et d’'une
partie intracellulaire avec une activité tyrosine kinase (Figure 22C) (159). Les angiopoiétines se fixent sur le
récepteur TIE2 sous forme de multiméres et induisent la multimérisation, I'autophosphorylation du domaine
tyrosine kinase du récepteur et induisent la transduction du signal dans les cellules endothéliales. TIE1 est un

récepteur orphelin mais il s'hétérodimérise avec TIE2 et régule son activité (159).
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Figure 22 : Structure des ligands et récepteurs des voies FGF/FGFR (A), PDGF/PDGFR (B) et ANGPT/TIE
(C) (D’apres (12, 159, 181)).

Activateurs et suppresseurs de l'angiogenese

La chemokine CXCL8 (C-X-C motif chemokine ligand 8) ou IL-8 (Interleukine-8) de 99 acides aminés
est clivée en deux isoformes : une de 77 acides aminés présente dans les cellules épithéliales, endothéliales et
musculaires lisses et une de 72 acides aminés présente dans les monocytes et les macrophages (303). CXCL8
est un activateur de I'angiogenése par son interaction avec les récepteurs CXCR1 et CXCR2 (C-X-C motif

chemokine receptor 1 and 2) (303).

Les protéines COL18A1 (Collagen type XVIII alpha 1 chain) et THBS1 (Thrombospondin 1) sont des
inhibiteurs de I'angiogenése. COL18A1 code pour une protéine de la matrice extracellulaire de type « Heparan
sulfate proteoglycane », possédant de multiples domaines « collagénes » en triple hélice interrompus par des

domaines non collagénes. Le clivage de son précurseur en C-term génére I'endostatine, inhibiteur de
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I'angiogenése (373). THBS1 est une glycoprotéine sécrétée composée d’'un domaine d’oligomérisation, d’un
domaine VWC (von Willebrand Factor type C-like), de trois domaines spécifiques des thrombospondines, de
trois domaines « EGF-like », d'un domaine liant le calcium et un domaine « lectin-like ». C'est le domaine VWC

qui posséde I'activité inhibitrice de 'angiogenése (75).

MMP et dégradation de la matrice extracellulaire

Les MMP (Matrix MetalloPeptidase) sont une famille d’'une vingtaine d’endopeptidases permettant la
croissance des vaisseaux par la dégradation de la matrice extracellulaire. MMP2 et MMP9, impliquées dans
I'angiogenése, sont également connues sous le terme de gélatinases car elles dégradent la gélatine, un dérivé
du collagéne. Les gélatinases comportent un peptide signal, un pro-peptide permettant de garder le site
catalytique inactif, un site catalytique avec un ion zinc contenant trois domaines semblables a la fibronectine de
type |l facilitant la dégradation de la gélatine, du collagene et de la laminine et un domaine similaire a
'hémopexine régulant la liaison au substrat, la liaison a leurs inhibiteurs TIMP (Tissue Inhibitor of

Metallopeptidase Inhibitor) et facilitant leur liaison a la surface des cellules (Figure 23) (164).

Domaines semblables ala

fibronectinede type Il
Peptide signal Pro-peptide Domaine catalytique avec un ion Zinc Domaine semblable a ’hémopexine
Maintient du Dégradation de la gélatine, du collagéne Régulateur de la liaison des MMP
domaine et de la l[amine aux substrats, aux inhibiteurs
catalytique inactif TIMP et a la surface des cellules

Figure 23 : Structure des gélatinases MMP2 et MMP9.

L'expression des MMP est régulée transcriptionnellement par la fixation de facteurs de transcription
tels que AP-1, AP-2, ETV4, SP-1, CTNNB1 et NFkB sur leur promoteur. MMP2 est activée principalement par
les facteurs de transcription de la famille des AP-1, son expression est trés peu régulée par les facteurs de
croissance et les cytokines (84). La transcription de MMP9 est activée par 'EGF, le TNFa (Tumor Necrosis
Factor a) et I'lL1B par lintermédiaire du facteur de transcription AP-1. Les MMP peuvent également étre
régulées par des mécanismes épigénétiques. Ainsi, la protéine MTA1 (Metastasis Associated 1), un composant
du complexe de répression transcriptionel NuRD (Nucleosome Remodeling Deacetylase), se fixe au promoteur
de MMP9, recrute HDAC2 (Histone Deacetylase 2) et diminue les niveaux d’acétylation des histones H3 et H4
induisant une diminution de l'accessibilité au géne codant pour MMP9 (560). L’expression de MMP2 est
augmentée par le miRNA-21 qui supprime I'expression d’'un des inhibiteurs de I'expression de MMP2, PTEN
(Phosphatase and Tensin homolog) (439). Les MMP sont synthétisées sous forme de pro-peptides et ne sont
activées qu'aprés clivage des ponts peptidiques entre leurs prodomaines. MMP2 est activée par MMP14 ou
MT1-MMP, une métalloprotéase transmembranaire et non par les protéinases a sérine, comme de nombreuses
autres MMP (478).
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Les TIMP (TIMP metallopeptidase inhibitor) sont des protéines sécrétées d’environ 21kDa possédant
un domaine N-Term de 125 acides aminés et un domaine C-Term de 65 acides aminés avec trois ponts
disulfures conservés. Le domaine N-Term a la capacité d'inhiber les MMP alors que le domaine C-Term est
essentiel pour la liaison des TIMP au domaine semblable a 'hémopexine des MMP (236). TIMP1, TIMP2,
TIMP3 et TIMP4 inhibent toutes les MMP mais avec des affinités différentes. Ainsi, TIMP1 inhibe faiblement
MMP14 mais fortement MMP3 et MMP7 (236). TIMP1 et TIMP3 sont régulées par le TGF-B et ont des sites de
liaison aux facteurs de transcription SP-1, AP-1 et ETV4 (360). La protéine TIMP2, elle, est constitutivement

exprimée (236).

Le plasminogéne est activé par l'intermédiaire de PLAU (Plasminogen Activator, Urokinase), une
protéase a sérine, qui le convertit en plasmine pouvant dégrader la plupart des protéines de la matrice
extracellulaire. La protéine PLAU est produite sous forme d'un précurseur pro-PLAU et est clivé en PLAU
mature, composé de deux chaines polypeptidiques liées entre elles par deux ponts disulfures. PLAU se fixe sur
son récepteur PLAUR (Plasminogen Activator, Urokinase Receptor) (61). La SERPINE1 (Serpin family E
member 1) est composé d’un peptide signal de 23 acides aminés et d'une protéine mature de 379 acides
aminés possédant un domaine RCL (Reactive Center Loop) permettant I'inhibition de PLAU (420). TGF-B active
I'expression de la SERPINE1 par le recrutement du complexe p53/Smad au niveau promoteur de SERPINE1
(258).

Les molécules impliquées dans I'angiogenése et la lymphangiogenése interagissent entre elles et
permettent la prolifération et la survie des cellules endothéliales, essentielles a la formation de nouveaux
vaisseaux. Ces voies de signalisation sont activées pendant I'embryogenése mais également chez I'adulte lors

de situations normales ou pathologiques tels que les cancers.
IV.2.3.Néo vascularisation et développement

La voie principale VEGF/VEGFR

Les voies de signalisation impliquées dans I'angiogenése et la lymphangiogenése consistent en
linteraction entre les ligands (VEGF, FGF, PDGF et ANGPT), secrétés par de nombreux types cellulaires, et
leur récepteur (VEGFR, FGFR, PDGFR et TIE) exprimés a la surface des cellules endothéliales. Pour
permettre la croissance des vaisseaux néoformés, des protéines permettant la dégradation de la matrice
extracellulaire sont exprimées par les cellules nécessitant par exemple un apport d’'oxygéne et de nutriments
(Figure 24).
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L’angiogenése et la lymphangiogenese sont contrélées par les couples ligands/récepteurs
VEGF/VEGFR (Tableau 11). L'angiogenése est controlée par la fixation des ligands VEGFA, VEGFB et PIGF
sur les récepteurs VEGFR1 et VEGFR2 alors que la lymphangiogenése est contrélée par la fixation des ligands
VEGFC et VEGFD sur le récepteur VEGFR3. Le couple VEGFA/VEGFR2 est essentiel pour I'angiogenése
comme le montre le phénotype |étal de la délétion d'un alléle ou la surexpression de VEGFA ; de méme, la
délétion de VEGFR2 induit la mort des souris in utero entre 8,5 et 9,5 jours par défaut de vascularisation (78,
344, 453). VEGFR2 est fortement exprimé dans les angioblastes pendant I'embryogenése puis son expression
diminue au cours du développement (339). VEGFB et PIGF ne sont pas essentiels au développement des
vaisseaux pendant 'embryogenése et leur inactivation n’entraine pas la mort des souris et n'a aucun impact sur
la formation du systéme vasculaire, bien qu'un développement anormal du coeur ait été observé chez des
souris déficientes pour VEGFB (133, 293). VEGFB est impliqué dans le transport des acides gras (293). Le
récepteur VEGFR1 joue un double réle dans I'angiogenése : activateur et inhibiteur. La délétion du récepteur
VEGFR1 chez des souris « KO » entraine une mortalité par surcroissance des vaisseaux sanguins (173).
L'inhibition de I'angiogenése par le récepteur VEGFR1 ne nécessite pas l'activité tyrosine kinase de ce

récepteur ; ainsi, la forme soluble de VEGFR1, ne possédant pas le domaine tyrosine kinase est également
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impliqué dans l'inhibition de la croissance des vaisseaux sanguins (210). VEGFA a une affinité plus importante
pour VEGFR1 que pour VEGFR2 mais I'activité tyrosine kinase de VEGFR1 est dix fois plus faible que celle de
VEGFR2 ; ainsi en fixant VEGFA, VEGFR1 régule I'activation de I'angiogenése par le couple VEGFA/VEGFR2
(458). La forme soluble de VEGFR1 joue un role de dominant négatif en fixant VEGFA et limite la disponibilité
de ce ligand pour le récepteur VEGFR2 (458). VEGFR1 est indispensable pour la migration des monocytes et
des macrophages. Lorsqu'il est activé par VEGFA et PIGF a la surface des monocytes, VEGFR1 induit

I'activation des voies PI3K/AKT et MAPK qui sont cruciales pour le chimiotaxisme de ces cellules (498).
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Tableau 11 : Ligands et récepteurs de la voie VEGF, expression et roles pendant 'embryogenése et
chez I'adulte. +++ : expression forte, ++ : expression moyenne, + : expression faible

VEGFC est essentiel pour la lymphangiogenése ; sa délétion entraine une absence compléte de

vaisseaux lymphatiques et une létalité embryonnaire chez les souris (249). Pendant 'embryogenése, c'est

I'expression de VEGFC par les cellules mésenchymateuses et sa fixation sur les cellules endothéliales

exprimant VEGFR3 qui permet la migration et la différenciation des cellules endothéliales en cellules

endothéliales lymphatiques et la formation des sacs lymphatiques primaires (Figure 25) (564). VEGFD, a
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linverse de VEGFC, n'est pas indispensable au développement du systéme lymphatique mais les souris
déficientes pour VEGFD ont des vaisseaux lymphatiques primitifs plus petits avec une fonction réduite (267).
VEGFD peut également compenser la perte de VEGFC pour le développement des vaisseaux lymphatiques
(26). Le clivage protéolytique de VEGFC et VEGFD permet une meilleure affinité de ces ligands pour leur
récepteur et leur permet de se lier au récepteur VEGFR2, leur suggérant un réle dans la croissance des
vaisseaux sanguins (115). Un clivage différent entre VEGFC et VEGFD induit deux réles distincts pour ces
deux ligands. Lorsque VEGFC est clivé par les protéines ADAMTS3 (ADAM metallopeptidase with
thrombospondin type 1 motif 3) et CCBE1 (collagen and calcium binding EGF domains 1), il est impliqué dans
le développement des vaisseaux lymphatiques. VEGFD n’est pas clivé par ces protéines et est stimulé pendant
la croissance des vaisseaux lymphatiques induite par l'inflammation (69). VEGFR3 est impliqué dans la
formation des vaisseaux sanguins et lymphatiques ; pendant 'embryogenese, sa délétion chez des souris
entraine un mauvais remodelage du réseau vasculaire primitif causant leur mort (564). VEGFRS3 est un facteur
de survie de cellules endothéliales lymphatiques. A I'dge adulte, I'expression de VEGFR3 est restreinte aux

cellules endothéliales lymphatiques.

Engagement vers les Croissance des Formation des sacs
vaisseaux lymphatiques vaisseaux lymphatiques lymphatiques primaires |
VEGFC VEGFC VEGFC

j 4 \ .

% Indu.ction. dela Vaisse Signaux de

) / migration i | survie::tde

(' Veine . > N migration

( jugulaire 4 ) Ve'"? Marqueurs lymphatiques:
' o ,Lguaire PROX1
> VEGFR3

LYVE1

Figure 25 : Origine veineuse des vaisseaux lymphatiques (D’apreés (441)).

Les effets de la fixation des ligands sur VEGFR1 sont médiés par la phosphorylation des résidus
tyrosines présents au niveau du domaine tyrosine kinase (Y) du récepteur. Ces phosphorylations permettent la
formation d'un site de liaison pour des protéines contenant des domaines SH2 (Src Homology 2) et PTB
(Phosphotyrosine Binding). La phosphorylation de Y1169 est importante pour l'interaction de VEGFR1 avec
PLCy (Phospholypase Cy), la phosphorylation de Y1213 est importante pour l'interaction avec PI3K, PTPN11
(Protein Tyrosine Phosphatase, Non receptor type 11), GRB2 (Growth factor Receptor Bound protein 2) et
PLCy et la phosphorylation de la Y1333 est importante pour l'interaction avec les protéines CBL (Cbl proto-
oncogene), NCK1 (NCK adaptator protein 1) et CRK (CRK proto-oncogen, adaptator protein) (348). Les
protéines interagissant avec le domaine tyrosine kinase de VEGFR1 permettent la transduction du signal par
les voies AKT et MAPK.

La signalisation via le récepteur VEGFR2 passe essentiellement par la phosphorylation des résidus

tyrosine 1175 et 951 (Figure 26). La tyrosine 1175 phosphorylée est le site d’ancrage de la PLCy activatrice de
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la PKC (Protein Kinase C), activatrice elle-méme des ERK1, ERK2 et de FAK aboutissant & la prolifération des
cellules endothéliales (442). La phosphorylation de VEGFR2 active les kinases de la famille SRC induisant
directement ou indirectement la phosphorylation de CDH5 ou VE-Cadherin (Vascular Endothelial Cadherin),
protéine de jonction des cellules endothéliales et des protéines du cytosquelette TLN (Talin) et PXN (Paxillin)
permettant 'augmentation de la perméabilité vasculaire (94). La tyrosine 951 de VEGFR2 phosphorylée sert de
site de liaison pour la protéine adaptatrice TSAd (T-cell Specific Adaptator) qui, se liant aux protéines SRC,
induit la perméabilité vasculaire et la migration des cellules endothéliales (94). Les deux sites de
phosphorylation 1175 et 951 activent tous deux la voie PI3K/AKT, importante pour la survie des cellules
endothéliales par l'activation de facteurs de transcription régulateurs de I'apoptose tels que BAD (BCL2
Associated Agonist of cell Death), FOXO1 (Forkhead box O1), IKKa (I-KappaB Kinase a) et CFLAR (CASP8
and FADD like apoptosis regulator) (461).

La signalisation via le récepteur VEGFR3 est médiée par la phosphorylation des tyrosines Y1337,
Y1063 et Y1230/1231 (Figure 26). Les phosphorylations de Y1337 et Y1230/1231 permettent le recrutement de
GRB2 activant les voies de signalisation cellulaire AKT et MAPK alors que la phosphorylation de la tyrosine
Y1063 induit le recrutement de CRK1 (Cdc2 related kinase) et I'activation de la voie JNK1/2 (c-JUN N-terminal
kinase 1/2) (443, 564).
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Figure 26 : Signalisation cellulaire par VEGFR2 (gauche) et VEGFR3 (droite) (Adapté de (564)). La fixation
des ligands sur leur récepteur, ici VEGFA sur VEGFR2 a gauche et VEGFC/D sur VEGFR3 a droite, entraine
une dimérisation et une autophosphorylation des récepteurs. Les tyrosines (Y) phosphorylées activent une
cascade de signalisation aboutissant a 'angiogenése et la lymphangiogenése.

Cellule endothéliale lymphatique

NRP1 et NRP2, deux corécepteurs des VEGFR, sont exprimés a la surface des cellules du systéme
nerveux, des cellules endothéliales et des péricytes au sein de nombreux organes tels que les poumons, le foie

ou les ovaires (243). NRP1 et NRP2 régulent respectivement la croissance des vaisseaux sanguins et
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lymphatiques pendant la vasculogenése : NRP1 via son interaction avec VEGFR2 et NRP2 via son interaction
avec VEGFR3 (242, 243). Les souris déficientes pour NRP1 meurent a environ 12 jours d’un défaut cardiaque
et d’anomalies du développement vasculaire et des souris transgéniques sur exprimant NRP1 ont une
augmentation excessive du nombre de vaisseaux sanguins, des vaisseaux sanguins plus dilatés et des
malformations cardiaques (243). A l'inverse, la délétion de NRP2 n’est pas |étale chez les souris ; elles ont des
vaisseaux et des capillaires lymphatiques plus petits mais les gros vaisseaux lymphatiques ne sont pas affectés
(567). Des souris délétées pour NRP1 et NRP2 meurent in utero au bout de 8,5 jours (494). Plus tard pendant
le développement, NRP1 est restreint aux arteres et NRP2 aux veines et aux vaisseaux lymphatiques (567).
NRP1 peut lier VEGFA, VEGFB et PIGF. La fixation de VEGFB a NRP1 est importante pour le transport des
acides gras controlée par VEGFB (194). L'expression de NRP1 augmente la liaison de VEGFA a son récepteur
VEGFR2, la signalisation par VEGFR2 et la migration des cellules endothéliales (257, 468). NRP1 régule les
effets de VEGFA sur la perméabilité des vaisseaux sanguins (42). Des souris exprimant une forme de NRP1
dépourvue de domaine intracytoplasmique ont une vasculogenése et une angiogenése normales indiquant que
cette partie du récepteur n’est pas indispensable ; un léger défaut dans I'organisation des vaisseaux de la rétine
est cependant observé (163). NRP2 peut lier les ligands VEGFA, VEGFC et VEGFD. Un blocage de
I'expression de NRP2 diminue la migration des cellules endothéliales humaines HMVEC (Human microvascular
endothelial cells) induite par les ligands VEGFA et VEGFC (165). Le blocage de la formation du complexe
VEGFC, VEGFR3 et NRP2 par des anticorps monoclonaux empéche la croissance des vaisseaux
lymphatiques. Les souris doubles hétérozygotes nrp2t-vegfr3*- ont une réduction de la croissance des
vaisseaux lymphatiques et ont un nombre d’embranchement moins élevé entre les vaisseaux lymphatiques des

organes adultes (558).

Outre la voie VEGF/VEGFR, les voies FGF/FGFR, ANGPT/TIE et PDGF/PDGFR sont impliquées
dans le développement des vaisseaux sanguins. Lors de la fixation des ligands sur leurs récepteurs, les
récepteurs se dimérisent et s'autophosphorylent, induisant I'activation des voies de signalisation PI3K/AKT et

MAPK clé pour la prolifération et la survie des cellules endothéliales.

FGF/FGFR au cours du développement

La voie FGF/FGFR est trés impliquée dans le développement embryonnaire lors de I'organogenése et
la morphogenése. FGF1 et FGF2 ont des réles redondants avec d’autres ligands de la famille FGF rendant
difficile l'identification d’un réle biologique spécifique. La délétion de FGF2 et la double délétion de FGF1 et
FGF2 chez les souris n'induisent aucun défaut majeur de développement. Ces souris n'ont qu’'un léger défaut
dans leur capacité de réparation des blessures (341). Les ligands FGF1 et FGF2 sont exprimés dans les
cellules pulmonaires et sont impliqués dans la réparation au cours de la fibrose pulmonaire ou aprés contact
avec des naphtalénes entrainant des lésions de I'épithélium pulmonaire (155, 193). FGFR1 est le récepteur le
plus exprimé dans les cellules endothéliales alors que FGFR2 et FGFR3 sont présents a des niveaux plus

faibles (14). Des souris déficientes pour FGFR1 et FGFR2 ne présentent pas de défaut dans la formation des

70



vaisseaux sanguins pendant le développement et n’ont pas de défaut de perméabilité vasculaire a 'age adulte
(181). Par contre, des souris délétées pour les récepteurs FGFR1 et FGFR2 ont des défauts de réparation des
blessures (374). La phosphorylation du domaine tyrosine kinase des FGFR entraine I'activation de FRS2 (FGF-
substrate-2) et de PLCy. FRS2 recrute alors la protéine adaptatrice GRB2 (Growth factor receptor band protein
2) accompagnée des protéines SOS (SOS Ras/Rac guanine nucleotide exchange factor) et GAB1 (GRB2
associated binding protein). SOS active RAS et la voie des MAPK et GAB1 la voie de signalisation PI3K/AKT.
La PLCy active la protéine PKC, activatrice également des voies MAPK et PI3K/AKT (181).

PDGF/PDGFR au cours du développement

PDGFB est exprimé dans les cellules endothéliales, les mégacaryocytes et les neurones, PDGFA et
PDGFC dans les cellules épithéliales, les cellules musculaires et les neuroblastes et PDGFD dans les cellules
musculaires lisses (12). Les récepteurs PDGFR sont exprimés, pendant I'embryogenése, dans les cellules
mésenchymateuses du poumon, de la peau et des intestins pour PDGFRa et a la surface des péricytes et des
cellules musculaires lisses vasculaires pour PDGFRp (38). La phosphorylation des domaines tyrosine kinase
induit I'activation des voies de signalisation PI3K/AKT et MAPK par le recrutement des protéines GRB2 et SHC
(SH2 adaptator protein) induisant principalement la prolifération, la survie et la migration des péricytes vers les
vaisseaux en néoformation (489). La double inactivation PDGFB/PDGFR chez la souris induit une carence en
cellules musculaires lisses vasculaires et en péricytes particuliérement prononcée dans le systéme nerveux
central aprés 10 jours de développement (295). Entre 16 et 19 jours de développement, ces souris meurent
d’hémorragies et d’cedémes montrant importance de PDGFB/PDGFRB dans la formation du systéme

vasculaire (287).

ANGPT/TIE au cours du développement

Les génes des récepteurs TIE1 et TIE2 sont essentiels pour la maturation de vaisseaux sanguins.
Chez les embryons de souris déficientes pour TIE1, 'angiogenése n'est pas perturbée mais les vaisseaux
perdent leur intégrité induisant des cedémes, des hémorragies et la mort des souris avant la naissance (417).
Les souris délétées pour le récepteur TIE2 meurent entre 9,5 et 12,5 jours par un défaut de développement des
vaisseaux sanguins au-dela du réseau vasculaire primitif, de I'altération de 'hématopoiése et de I'endocarde
cardiaque (487). Les récepteurs TIE1 et TIE2 ne sont pas requis pour la différenciation des angioblastes dans
les étapes précoces de la vasculogenese mais sont importants dans la prolifération des cellules endothéliales
(159). Des souris déficientes pour le ligand ANGPT1 meurent entre 11,5 et 12,5 jours avec un phénotype
similaire a celui des souris déficientes pour le récepteur TIE2 (159). Une surexpression dANGPT1 dans la
peau induit une augmentation du diametre des vaisseaux principalement au niveau des capillaires avec un
nombre plus important de cellules endothéliales et de péricytes (487, 501). A l'inverse, des souris déficientes
pour ANGPT2 ne meurent pas in utero mais développent des ascites, dues a une accumulation anormale de
liquide dans I'abdomen, entrainant leur mort quelques jours aprés leur naissance (175). ANGPT1 est

majoritairement exprimé dans les péricytes, les cellules musculaires lisses et les fibroblastes et son expression
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est induite par 'hypoxie et les ligands VEGFA et PDGFB (159). Lors de la fixation ¢ ANGPT1 sur son récepteur
TIE2, celui-ci s'autophosphoryle et active les voies PI3K/AKT et MAPK induisant la survie des cellules
endothéliales (159). L'activation de TIE2 recrute la protéine ABIN-2 (A20-Binding Inhibitor of NFkB2) qui inhibe
le facteur de transcription NFkB et protége les cellules endothéliales de I'apoptose (491). A l'inverse, ANGPT2,
exprimé par les cellules endothéliales, est connu comme étant principalement un inhibiteur de la signalisation
par TIE2 en empéchant la fixation dANGPT1 sur ce récepteur (566). ANGPT2 est aussi un agoniste de TIE2
par I'activation de la voie PI3K/AKT (260).

Activateurs et suppresseurs de I'angiogenese et développement

La chémokine CXCLS8, activateur de l'angiogenése est quasiment indétectable en condition
physiologique et est produite par les cellules lors d’une infection ou d’'une inflammation (303). Son expression
est activée par la production de TNFa et d'IL1B. Elle permet le recrutement et I'activation des neutrophiles et
des granulocytes au niveau du site de l'inflammation par sa fixation sur les récepteurs CXCR1 et CXCR2
présents a la surface de ces cellules (303). La fixation de CXCL8 sur ses récepteurs induit les voies de
signalisation PI3K/AKT et MAPK (303).

Le collagene 18 est un constituant principal des membranes basales des épithéliums et des
endothéliums (414). Les souris déficientes pour COL18A1 ont des défauts de développement et de
vascularisation oculaire (227). COL18A1 est également un anti-angiogénique, un antischlérotique, il est
impliqué dans l'ischémie rénale et joue un réle dans la formation du tissu adipeux (414). Le collagene 18 bloque
I'angiogenése par l'inhibition des métalloprotéases MMP2 et MMP9 et par sa fixation a VEGFR2, empéchant la

fixation et I'activation de ce récepteur par VEGFA (414).

Dans les embryons de souris, THBS1 est principalement exprimé dans le coeur, les poumons,
lintestin, les muscles squelettiques et le systéme nerveux central (4). A I'dge adulte, son expression est
restreinte aux endothéliums, aux cellules de la peau aprés blessure et aux cellules musculaires lisses (4).
THBS1 inhibe I'angiogenése par I'activation de I'apoptose des cellules endothéliales. THBS1 permet la

migration et la prolifération des cellules musculaires lisses lors de la réparation des blessures vasculaires (4).

Protéases et développement

Les métalloprotéases sont importantes pour le remodelage tissulaire et vasculaire lors du
développement embryonnaire et & I'dge adulte pour la réparation tissulaire et l'inflammation. Les souris
déficientes pour MMP2 sont plus petites, ont une néovascularisation diminuée et un développement pulmonaire
réduit ; les souris déficientes pour MMP9 ont des défauts de développement des os, une diminution de leur
efficacité de réparation aprés fractures, des anomalies de remyélinisation des cellules neuronales aprés
blessures au niveau nerveux ainsi que des altérations du remodelage vasculaire et de 'angiogenése (387). Les
métalloprotéases MMP2 et MMP9 ont la capacité de cliver des molécules de la matrice extracellulaire (les

collagénes 1, IV, V, VII, X, IX, I'élastine et la fibronectine) et deux activateurs de de I'angiogenése : TGFf et
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CXCLS8 (162). La dégradation des composants de la matrice extracellulaire par les MMP facilite la migration des
cellules endothéliales a travers le tissu. Les MMP peuvent libérer les facteurs pro-angiogéniques séquestrés
dans la matrice extracellulaire comme le ligand VEGFA. Les MMP sont inhibées par les TIMP au moment de la
maturation des vaisseaux néoformés afin d’assurer la formation de la membrane basale et la différenciation des
cellules endothéliales (387). A I'age adulte, MMP2 et MMP9 sont exprimées de fagon constitutive dans certains
types cellulaires : les fibroblastes, les kératinocytes, les cellules endothéliales, les chondrocytes et les
monocytes pour MMP2 et les cellules endothéliales, les macrophages alvéolaires, les leucocytes et les
ostéoclastes pour MMP9 (162). Cependant, MMP2 et MMP9 ne sont pas activées en conditions normales et le
sont principalement afin de rétablir 'lhoméostasie tissulaire (162). L'inhibition des TIMP chez la souris montre
que ces protéines ne semblent pas avoir de role dans la formation des vaisseaux sanguins ; cependant, les
souris déficientes pour TIMP1 ont des défauts d’apprentissage et de mémoire, un cycle cellulaire des cellules
hépatiques accéléré et une accélération du développement des glandes utérines. Les souris déficientes pour
TIMP2 ont des problémes de motricité et des souris déficientes pour TIMP3 ont une augmentation de
I'apoptose des cellules épithéliales mammaires (387). Aucun phénotype particulier n’a été reporté lors d’une
déficience en TIMP4.

Le systéme PLAU/PLAUR contréle la disponibilité des facteurs pro-angiogéniques tels que VEGFA et
FGF2 présents dans la matrice extracellulaire, la dégradation de la matrice extracellulaire et I'activation de
certaines MMP telles que MMP2 et MMP9 (36). Le récepteur PLAUR est exprimé & la surface des cellules
endothéliales et la fixation de PLAU sur son récepteur induit I'activation de la kinase FAK, de SRC, de RAS et
de la voie MAPK (351). Des souris déficientes pour PLAU, PLAUR ou la SERPINE1, l'inhibiteur de PLAU sont
viables, ont un développement et une reproduction normale montrant que indépendamment, ces protéines
cellulaires ne sont pas indispensables a 'angiogenése embryonnaire (270). Cependant, des souris mutées pour
I'activité protéolytique de PLAU montrent une réduction de la réparation des vaisseaux sanguins aprés blessure
et une augmentation des thromboses (80). Des souris déficientes pour SERPINE1 ont une meilleure réparation
des vaisseaux sanguins aprés blessures liée a une augmentation de la migration des cellules musculaires
lisses n’exprimant pas la SERPINE1 (80). A 'age adulte, I'endothélium quiescent n’exprime plus PLAU, PLAUR
etla SERPINE1 (270).

Ces voies de signalisation controlées a I'dge adulte sont activées lors de pathologies telles que les
cancers. Leur étude est importante pour la compréhension des mécanismes d'angiogenése et de
lymphangiogenése en contexte tumoral aboutissant & la dissémination des cellules cancéreuses d’'un organe

primaire au reste de l'organisme.
IV.2.4. Néo-vascularisation et cancer

L’apport de nutriments, d’O ou I'élimination des déchets sont indispensables au sein des tumeurs et
ces mécanismes sont possibles grace a la néo-vascularisation permettant 'augmentation du nombre de

vaisseaux. Les cellules tumorales vont pouvoir entrer dans la circulation générale via les vaisseaux néoformés
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(198). Lors de la progression tumorale, on distingue la phase pré-vasculaire et vasculaire. La phase pré-
vasculaire, pouvant durer plusieurs années, présente une croissance tumorale limitée et des cellules tumorales
alimentées par les vaisseaux sanguins préexistants (172). Un équilibre entre prolifération et apoptose se forme
et sera perdu lors du « switch angiogénique », c’est-a-dire la stimulation excessive des molécules impliquées
dans I'angiogeneése telles que les VEGF au détriment des inhibiteurs tels que les thrombospondines (198). Ce
déséquilibre s'observe dans les cancers mais également dans d’autres pathologies telles que I'obésité,
I'asthme ou le diabete. A la suite du « switch angiogénique », la phase vasculaire se met en place avec la
croissance de nouveaux vaisseaux généralement dilatés, irréguliers, perméables et désorganisés autour de la
tumeur (Figure 27) (464). Leur perméabilité est accrue car les cellules endothéliales perdent leur jonction
cellules-cellules facilitant la dissémination des cellules tumorales via la circulation générale vers d’autres tissus
(464). De facon similaire, les nouveaux vaisseaux lymphatiques sont dilatés, perméables et discontinus (286,
386).

Ganglions lymphatiques
sentinelles

Lymphangiogenése tumorale

Cellules
immunitaires

Facteurs de
croissance:
VEGF,
PDGF, FGF,
ANGPT

Angiogenese tumorale

Métastases dans un organe
distant de la tumeur primaire

Figure 27 : Dissémination des cellules tumorales dans I'organisme par I'activation de I'angiogenése et
de la lymphangiogenése (D’aprés (564)). La tumeur primaire et les cellules immunitaires produisent des
facteurs de croissance permettant la croissance de nouveaux vaisseaux sanguins et lymphatiques. Les cellules
tumorales peuvent infiltrer ces vaisseaux et envahir de nouveaux organes (ici, le foie). Les ganglions
lymphatiques sont les premiers a étre envahis par les cellules tumorales.

La stimulation des activateurs de I'angiogenése lors de cancers peut étre due a des facteurs

environnementaux tels que I'hypoxie, & des mutations génétiques sur les oncogénes ou les génes
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suppresseurs de tumeurs, a la présence de facteurs de croissance ou lors d'infections virales. Des mutations
sur l'oncogene RAS augmentent l'expression de VEGFA dans des cellules épithéliales intestinales
transformées chez le rat et une association entre la présence de la mutation KRAS et une augmentation du
niveau d'expression de VEGFA a été observée dans des cancers du poumon non a petites cellules (268, 426).
Dans les cancers du poumon non a petites cellules, des mutations sur le géne EGFR augmente également
I'expression de VEGFA (226). Certains virus ont la capacité d'activer I'angiogenése par l'intermédiaire des
protéines virales (Tableau 12). La protéine LMP1 (Latent Membran Protein 1) du virus EBV a des propriétés
pro-angiogéniques avec l'augmentation de [lactivit¢ de HIF1a induisant I'expression de VEGFA et
l'augmentation de I'expression de FGF2 induite par NFkB (486). La protéine EBNA1 (Epstein Barr Virus
Nuclear Antigen 1) augmente I'angiogenése in vitro par I'activation du facteur de transcription AP-1 agissant sur
I'expression de HIF1a, VEGFA et CXCL8 (528). Les protéines virales E6 et E7 d’'HPV ont des propriétés pro-
angiogéniques : E6 augmente I'expression de CXCL8 qui induit a son tour 'expression de MMP2 et MMP9 ; E6
et E7 augmentent I'expression de VEGFA en inhibant p53, inhibiteur d'HIF1a et E7 active la MMP14 qui active
a son tour MMP2 (116). La bactérie Bartonella bacilliformis, n’induit pas de cancers mais a la capacité

d’augmenter I'expression de VEGFA et ANGPT2 dans les Iésions cutanées qu’elle induit (83).

Facteurs pro- Voies de
Virus Protéines vllralg.s.a propriété anglogenlquestgctlves . S|g.naI!sat|on R&férences
angiogénique par les protéines impliquées dans
virales I'angiogenése
LMP1 (Latent membrane protein 1)
EBV  EBNA1 (Epstein Barr Virus Nuclear HIF1a, VEGFA, FGF2, MAPK, NFkB (486)
. CXCL8, MMP9
Antigen 1)
E6 HIF1a, VEGFA, FGF2,
HPV E7 CXCL8, MMP2, MMpg  MAPK, PISK (116)
b . HIF1a, VEGFA,
HBV HBx (Hepatitis B virus X protein) ANGPT2, FGF8 MAPK (300, 497)
HCV Core VEGFA MAPK (202)
LANA (Latency-Associated Nuclear
Antigen)
vCYC (viral Cyclin) HIF1a, VEGFA, FGF2,
HHV8 VELIP (viral CASP8 and FADD like MMP2, MMP9 PISKIAKT, MAPK (418)
apoptosis regulator)
K15
HTLVA Tax VEGFA, FGF2, MMP2, ) (41)

MMP9
Tableau 12 : Virus impliqués dans I'activation de I'angiogenése.

Certains virus induisent I'angiogenése par l'intermédiaire de I'activation du facteur de transcription
HIF1a (Tableau 12). Ce dernier, activé également lors de I'hypoxie cellulaire, permet aux cellules de procéder a

des changements métaboliques, tels que l'activation de génes du métabolisme anaérobie comme HK1
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(Hexokinase 1), HK2 (Hexokinase 2) ou PGK1 (Phosphoglycerate Kinase 1) (325). HIF1a a la capacité de
promouvoir la transition épithélio-mésenchymateuse en augmentant I'expression des facteurs SNAI1, SNAI2,
TWIST qui a leur tour vont bloquer la transcription de CDH1, importante pour 'adhésion cellule-cellule (325).
HIF1a est également un régulateur de I'angiogenése par son activité de facteur de transcription de VEGFA,
PIGF, PDGFB, ANGPT1 et ANGPT2 et par I'activation de MMP2, PLAU et de son récepteur PLAUR (325).

Le ligand VEGFA est surexprimé dans la plupart des cancers ; son expression est associée a une
évolution rapide de la tumeur et est un facteur de mauvais pronostic pour les patients. Les malades atteints des
tumeurs pulmonaires non a petites cellules ayant un fort niveau d’expression de VEGFA ont une survie a 5 ans
diminuée par rapport aux malades avec des tumeurs pulmonaires ayant un faible niveau d’expression de
VEGFA (446). L'expression de VEGFA dans les cancers a pour effet d'augmenter la survie, la prolifération et la
migration des cellules endothéliales, d’augmenter la perméabilité vasculaire, d'augmenter le recrutement des
cellules progénitrices, des cellules endothéliales et 'accumulation des monocytes et des macrophages au sein
de la tumeur par l'activation de la production de chémokines telles que CXCL12 (9). Cet environnement
inflammatoire favorise la croissance des tumeurs. Par exemple, une expression importante de COX2 dans les
cancers pulmonaires non a petites cellules induit I'activation du facteur de croissance EGFR par l'intermédiaire
de PGE2 (Prostaglandine E2) (9). L'effet pro-angiogénique de VEGFA dans les cancers passe par I'activation
de VEGFR2 a la surface des cellules endothéliales tumorales. Les cellules tumorales des cancers pulmonaires
non a petites cellules peuvent également exprimer le récepteur VEGFR2 ; sa surexpression est un facteur de
mauvais pronostic (134). L'expression de VEGFA et VEGFR2 dans les cellules tumorales de cancers
pulmonaires non a petites cellules induit une boucle de rétrocontréle positive qui active I'angiogenése dans ces

tumeurs pulmonaires (88).

Les niveaux d'expression en ARNm et protéine de PIGF corrélent avec le stade de la tumeur,
linvasion, les rechutes tumorales et une forte expression de PIGF est de mauvais pronostic (570). Dans les
cancers, PIGF stimule la croissance des vaisseaux, leur maturation, le recrutement et [activation des
macrophages vers la tumeur et permet la croissance et la migration des cellules tumorales. Dans certaines
conditions, PIGF est un facteur contribuant a 'acquisition de résistance aux traitements anti-VEGF et anti-
VEGFR ; cela a été montré chez des souris porteuses de xénogreffes de mélanomes humains résistantes aux
traitements anti-VEGF (32).

Le role de VEGFB est controversé dans les cancers. Son expression est augmentée dans les
méningiomes, les cancers colorectaux, pulmonaires et mammaires et est corrélée avec un stade plus avancé
pour le neuroblastome (169). Le ligand VEGFB peut également agir comme un suppresseur de la migration des
cellules endothéliales pulmonaires induite par le ligand VEGFA (445). Chez les patients ayant un cancer
pulmonaire non a petites cellules, un faible niveau d’expression de VEGFB est corrélé a un taux de survie a 5

ans diminué (446).
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Le récepteur VEGFR1 n’est inhibiteur de I'angiogenése que pendant I'embryogenése. VEGFR1 est
surexprimé au cours des maladies inflammatoires et ischémiques et dans les cancers pulmonaires,
prostatiques, mammaires et colorectaux (169). La présence de VEGFR1 dans les cancers mammaires et les
cancers pulmonaires non a petites cellules est un facteur de mauvais pronostic, de rechute et de formation de
métastases (169). La forme soluble de VEGFR1, sVEGFR1, est un inhibiteur de I'angiogenése aussi bien
pendant 'embryogenése que dans les cancers. L'expression de SVEGFR1 dans des cellules de fibrosarcomes
humains inhibe I'implantation et la croissance de ces cellules dans les poumons de souris (186). sSVEGFR1 est
capable d’induire la mort des cellules tumorales colorectales et ovariennes in vitro et a un effet anti-tumoral in

vivo dans les tumeurs ovariennes murines (346).

Les couples ligands/récepteurs VEGFC ou VEGFD/VEGFR3 sont impliqués dans le développement
de la lymphangiogenése tumorale. Une augmentation de I'expression de VEGFC a été observée dans les
cancers de la vessie, de I'estomac, du colon, de la prostate et du col de l'utérus alors que I'expression de
VEGFD est augmentée dans les cancers colorectaux, prostatiques, mammaires, et endométriaux (429).
VEGFC et VEGFD sont exprimés par les cellules tumorales des tumeurs primaires et par leur stroma (475).
L'expression de VEGFC dans les tumeurs peut étre régulée par COX2 et les prostaglandines et augmente la
lymphangiogenése tumorale et les métastases (475). In vitro, COX2 augmente I'expression de VEGFC, par
I'intermédiaire des voies activées par les récepteurs PTGER1 (Prostaglandin E receptor 1) et ERBB2 (Erb-b2
Receptor Tyrosine Kinase 2) ; le niveau d’expression de COX2 corréle avec une augmentation du nombre de
vaisseaux lymphatiques et une augmentation du nombre de métastases ganglionnaires chez des patients
atteints d’adénocarcinomes pulmonaires (479). Une forte expression de COX2 et de VEGFC est un facteur de
mauvais pronostic dans les adénocarcinomes pulmonaires (479). Une augmentation de I'expression de
VEGFR3 a été observée entre autres, dans les cancers colorectaux, mammaires et pulmonaires (480).
L'expression en ARNm et en protéine de VEGFR3 dans les cellules endothéliales présentes au sein de

tumeurs pulmonaires est associée a la présence de métastases ganglionnaires (291).

De nombreuses tumeurs, dont les cancers pancréatiques et pulmonaires, expriment les co-récepteurs
des VEGFR, NRP1 et NRP2, (543). Les cellules des cancers de I'estomac et de I'cesophage expriment
uniquement NRP1 alors que les cancers de la thyroide n'expriment que NRP2 (543). Au cours du cancer
pulmonaire, une augmentation progressive de I'expression de NRP1 et NRP2 est observée de I'hyperplasie
cellulaire bronchique bénigne au cancer pulmonaire invasif (276). Des niveaux élevés d’expression de NRP1
sont corrélés avec une diminution du taux de survie et des niveaux d’expression élevés de NRP1 et NRP2 sont
associés a un mauvais pronostic dans les cancers pulmonaires (256). Dans les cancers pulmonaires non a
petites cellules, I'expression de NRP1 est corrélée avec une résistance aux radiothérapies (137). miR-148a,
ciblant NRP1, permet la suppression de métastases dans les cancers mammaires triple négatifs et inhibe
linvasion et la tumorigénicité des médulloblastomes indiquant un réle important de NRP1 dans linvasion
tumorale dans des modeéles de souris (557, 561). Les cellules des tumeurs pulmonaires exprimant NRP2

n’expriment pas CDH1 et sont des tumeurs de hauts grades (363).
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Des dérégulations dans les voies FGF/FGFR, PDGF/PDGFR et ANGTP/TIE sont aussi impliquées
dans 'angiogenése tumorale. Les couples ligands/récepteurs FGF/FGFR sont impliqués dans la transformation
des cellules tumorales (181). Des mutations activatrices de I'activité tyrosine kinase de FGFR3, notamment le
changement Ser249Cys, sont retrouvées dans les cancers de la vessie et du col de l'utérus (74). Des
surexpressions de FGFR1 ont été observées dans les cancers du poumon, dans 3% des adénocarcinomes et
21% des carcinomes épidermoides (181). Une surexpression de ligands, tels que FGF2, par les cellules
inflammatoires du stroma et par les cellules endothéliales induit la survie des cellules tumorales et I'activation
de I'angiogenése (181). Dans les cancers pulmonaires non a petites cellules, une forte expression de FGF2 est

un facteur de mauvais pronostic (366).

La voie PDGF/PDGFR est impliquée dans I'angiogenése tumorale par son effet sur le recrutement des
péricytes au niveau des vaisseaux présents au sein de la tumeur lui permettant une meilleure perfusion (402).
Une forte expression de PDGFRB dans les tumeurs mammaires, prostatiques et ou gastro-intestinales est un
facteur de mauvais pronostic (402). Dans les cancers mammaires, TGF@ induit la transition épithélio-
mésenchymateuse par l'intermédiaire d'une boucle autocrine impliquant I'activation des voies PISK/AKT et
JAK/STAT par les récepteurs PDGFR protégeant les cellules tumorales mammaires de I'apoptose pendant la
transition épithélio-mésenchymateuse (238). Dans les cancers pulmonaires non a petites cellules, une forte
expression de PDGFB et de PDGFRa est un facteur de mauvais pronostic (140). Enfin, la sécrétion de PDGFA
et PDGFC par les cellules tumorales pulmonaires induit I'expression de VEGFA par les cellules stromales

activant I'angiogenése tumorale (139).

Les couples ANGPT/TIE sont impliqués dans I'angiogenése tumorale. ANGPT1 est surexprimé dans
de nombreux cancers mais son expression n'est pas forcément corrélée a la progression tumorale (159). Dans
les modéles tumoraux de gliomes chez les rats, I'expression d’ANGPT1 augmente la croissance tumorale alors
qu'elle la diminue dans les modéles de cancers colorectaux chez la souris (477). L'expression d’ANGPT2 est
augmentée dans les endothéliums associés aux tumeurs, par exemple au sein des gliomes (500). ANGPT2 est
également détectable dans les cellules tumorales de cancers du cdlon, de la vessie, du poumon et de I'estomac
(500). ANGPT2 agit sur I'angiogenése tumorale par le recrutement des péricytes et la maturation des vaisseaux
sanguins dans les tumeurs (159). Dans les cancers pulmonaires non a petites cellules, I'expression dANGPT2
est augmentée; cette surexpression corréle avec un stade tumoral plus élevé, 'augmentation de la présence de
vaisseaux lymphatiques au sein de la tumeur et un taux de survie plus faible (559). La présence dANGPT4 et
TIE2 dans les glioblastomes augmente la croissance tumorale et 'angiogenése dans ces tumeurs du cerveau
chez 'homme (67). TIE2 est aussi exprimé par les monocytes recrutés au niveau des tumeurs ; l'interaction

entre ANGPT2 et TIE2 au niveau de ces cellules permet I'activation de I'angiogenése tumorale (289).

CXCL8 est impliqgué dans le développement des tumeurs et de l'angiogenése tumorale. Cette
chémokine est surexprimée dans les cancers pulmonaires, principalement dans les cancers pulmonaires non a

petites cellules (303). In vitro, CXCL8 induit la prolifération des lignées tumorales épithéliales A549 et NCI-H292
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de fagon dose-dépendante par sa fixation au récepteur CXCR1 ou via la transactivation de 'EGFR (316). La
présence de CXCL8 et de VEGFA induit la transition épithélio-mésenchymateuse et I'invasion par la voie p38
MAPK/INK dans les cellules A549 (131). Une étude cas/témoin conduite par le National Cancer Institute a
montré que la présence de CXCL8 dans le sang circulant augmentait le risque de cancer du poumon, de
I'ovaire, de la prostate et du colon de 45 a 86% (273). De plus, de hauts niveaux dARNm de CXCL8 dans les
cancers pulmonaires non a petites cellules sont associés a des stades de maladies plus avancés, a la présence

de métastases ganglionnaires, a un taux de survie plus faible et a un risque de rechute plus élevé (485).

Le collagéne 18 participe a l'inhibition de I'angiogenése tumorale par ces effets anti-angiogéniques
mais est également impliqué dans la progression tumorale des cancers de l'intestin et du pancréas (414). Une
surexpression de COL18A1 dans les cancers pulmonaires non a petites cellules est un facteur de mauvais
pronostic pour les patients (232). Dans des modeles murins, une sous expression de la thrombospondine 1 par
'oncogéne RAS et le TGFB a été observée et permet la promotion de I'angiogenése (4). L’augmentation de
I'expression de THBS1 par BMP4 (Bone Morphogenic protein 4) inhibe I'angiogenese tumorale et supprime la
croissance tumorale dans les cellules HelLa (lignée cellulaire de cancer du col de l'utérus), les HCI-H460-
LNM35 (lignée de cellules cancéreuses pulmonaires hautement métastatique) et les B16 (lignée cellulaire de
mélanome de souris) (508). Une faible expression de THBS1 dans les cancers pulmonaires non a petites

cellules est corrélée avec une diminution de la survie & 15 mois chez les patients (171).

L’activation du « switch angiogenic» est déterminante pour I'angiogenése tumorale et est dépendante
de MMP9. Cette métalloprotéase est produite par les cellules inflammatoires et par les cellules endothéliales au
sein de la tumeur et est cruciale pour le développement des vaisseaux dans des modéles souris de cancers
ovariens, pancréatiques et de la peau (164). MMP9 permet la libération de facteurs pro-angiogéniques VEGFA
et FGF2 (164). La surexpression de MMP2 et MMP9 est observée dans les cancers pulmonaires et est un
facteur de mauvais pronostic (153, 454). Dans la lignée cellulaire A549, une inhibition par siRNA de MMP2
réduit de fagon significative I'expression de VEGFA induite par PI3K/AKT (93). TIMP1 est un inhibiteur des
MMP et de I'angiogenese. Pourtant, plus de 35 études cliniques ont montré une association entre une forte
expression de TIMP1 et un mauvais pronostic dans les cancers du poumon, de la prostate, du sein et du colon
(236). Cette augmentation de I'expression de TIMP1 est soit due a I'activité excessive des protéases dans le
microenvironnement des tumeurs soit TIMP1 a des fonctions pro-angiogéniques indépendantes de son activité
inhibitrice sur les protéases (236). TIMP1 inhibe I'apoptose en stimulant les voies PI3K/AKT et MAPK dans les
cancers mammaires et agit sur la prolifération cellulaire (307). TIMP1 est plus exprimé dans les lignées
cellulaires pulmonaires invasives telles que les CL1-5 que dans des lignées cellulaires pulmonaires faiblement
invasives telles que CL1-0. L'inhibition de TIMP1 par des siRNA dans les CL1-5 inhibe les métastases lors de
linduction de tumeurs pulmonaires in vivo (87). L'expression de PLAU, PLAUR et de la SERPINE1 est
réactivée lors de 'angiogenése tumorale ; ces trois génes sont exprimés dans les cellules endothéliales et dans
les cellules stromales pour SERPINE1 (270). Le systéme PLAU/PLAUR joue un réle dans la progression

tumorale par la dégradation de la membrane basale et de la matrice extracellulaire, par I'activation de la
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transition épithélio-mésenchymateuse, par I'activation de la voie de signalisation MAPK et par la libération de
VEGFA présent dans la matrice extracellulaire (336). PLAU, PLAUR et SERPINE1 sont fortement exprimés et
I'expression de PLAUR et de la SERPINE1 est un facteur de mauvais pronostic dans les cancers pulmonaires
non a petites cellules (336, 541). La combinaison de I'expression de PLAU et de PLAUR dans le sérum de

patients présentant des tumeurs pulmonaires diminue significativement leur médiane de survie (90).
IV.2.5. Traitements anti-angiogéniques dans les cancers

De multiples protéines cellulaires sont impliquées dans I'angiogenese tumorale et sont de potentielles
cibles thérapeutiques visant a ralentir la croissance tumorale ou le développement de métastases. Les
traitements utilisés ciblent principalement VEGF/VEGFR et linhibition des activités tyrosine kinase des

récepteurs (Tableau 13).
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Tableau 13 : Exemples d’agents thérapeutiques inhibiteurs de I’

and Drug Administration ; ANSM : Agence Nationale de Sécurité du Médicament et des produits de santé.
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Le Bevacizumab, approuvé pour la premiére fois en 2004 pour le traitement des cancers colorectaux,
est utilisé depuis 2006 dans les traitements des cancers pulmonaires non a petites cellules. Cet inhibiteur de
VEGFA, utilisé avec la chimiothérapie conventionnelle associant la carboplatin et le paclitaxel, augmente le
taux de réponse au traitement et le temps de progression par rapport a l'utilisation de la chimiothérapie seule
(577). Les VEGF-Trap ont montré des résultats prometteurs dans un modéle murin de cancer pulmonaire (578).
Le Ramucirumab, un anticorps monoclonal induisant le blocage de la liaison entre VEGFA et son récepteur
VEGFR2, a été approuvé par la FDA (Food and Drug Administration) aux Etats Unis en 2014 et par TANSM en
France en 2015. Comme le Bevacizumab, il est donné en complément de la chimiothérapie aux patients
atteints de cancers pulmonaires et gastriques (278). De nombreuses molécules inhibitrices de I'activité tyrosine
kinase des VEGFR et PDGFR ont été testées dans le traitement de cancer non a petites cellules. Lors d’un
essai clinique, le Sutent a montré une stabilisation de la maladie et une réponse au traitement dans les cancer
non a petites cellules mais d’autres essais ou il a été donné en complément de chimiothérapies n’ont pas
montré de bénéfices lors de I'ajout de cette molécule au traitement (192). Les molécules ciblant les MMP n’ont
pas donné de résultats concluants dans les différents essais cliniques ou ils ont été testés, remettant en cause
leur utilisation dans les traitements anti-cancéreux (164). L'utilisation d’un analogue de COL18A1, I'Endostar en
complément de la chimiothérapie chez des malades atteints de cancer non a petites cellules a montré des
effets modérés quant a 'amélioration des taux de survie et du temps de progression de la maladie (314). Bien
que de nombreux traitements anti-angiogéniques soient accessibles et améliorent la survie des patients atteints
de cancers, ils peuvent avoir des effets secondaires pour les patients ; le Bevacizumab par exemple peut
provoquer de I'hypertension artérielle, des atteintes rénales, des problémes de thyroides, de la fatigue, des
nausées et/ou des thromboses. Ces traitements peuvent également étre peu efficaces et induire des
résistances au sein des tumeurs. Il est donc important de trouver des traitements anti-angiogéniques
alternatifs ; par exemple le ciblage du métabolisme des cellules endothéliales, des péricytes et des cellules

musculaires lisses (345).
IV.3. Angiogenése et cancers non métastatiques

La grande majorité des cancers sont métastatiques s'ils ne sont pas détectés a des stades précoces.
Les mélanomes, les cancers du sein, du rein et du poumon sont les cancers ayant la plus forte fréquence de
métastases (68). Les cancers du sein et du poumon présentent des phases de croissance tumorale pré-
invasives localisées dans I'organe de la tumeur primitive ; ces phases vont de Ihyperplasie cellulaire au
carcinome in situ et peuvent parfois durer plusieurs années (37, 507). La transformation de ces carcinomes in
situ en carcinomes invasifs est caractérisée par une instabilité génomique et I'activation d’étapes clés pour le
développement de métastases telles que l'activation d’oncogénes permettant la croissance tumorale
(EGFR/RAS), l'inactivation de génes suppresseurs de tumeurs (p53), la résistance a 'apoptose (dérégulation
de I'équilibre entre la protéine BAX activatrice de 'apoptose et BCL2, inhibitrice de I'apoptose), des altérations

dans la réparation de 'ADN et limmortalisation des cellules (activation de la télomérase) et I'activation de
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I'angiogenése (277). D’'autres cancers, tels que les épithéliomes basocellulaires et certains cancers de la
prostate ne développent pas de métastases (85, 315). Parmi les cancers pulmonaires, I'adénocarcinome
lépidique n'est pas métastatique. Les cellules pulmonaires tumorales envahissent les deux poumons mais ne

se propagent pas a d’'autres organes (353).

L’angiogenése jouant un role déterminant dans la progression des cancers, 'état d'activation de cette
voie est intéressante pour comprendre le passage d’'un adénocarcinome in situ a un carcinome invasif. Dans
les cancers du poumon, des études ont montré une augmentation de I'expression de VEGFA, NRP1 et NRP2
entre les hyperplasies pulmonaires de bas grades et celles de hauts grades (276). Des activités angiogéniques
sont retrouvées dans les lésions pré invasives des cancers mammaires. Dans les carcinomes in Situ
mammaires, une densité plus importante de vaisseaux et une augmentation de I'expression de VEGFA sont
corrélées avec des grades histologiques plus élevés (424). Cependant, I'angiogenése n'est pas indispensable a
la croissance tumorale et a la formation de métastases. Dans les cancers pulmonaires, les cellules tumorales
peuvent utiliser les vaisseaux déja existant pour se nourrir et proliférer (399). Les tumeurs non-angiogéniques
pulmonaires ont une signature d’expression génique particuliere avec une expression différentielle des génes
touchant le métabolisme des mitochondries, la transcription, la synthése protéique et le cycle cellulaire. Cette
expression différentielle pourrait indiquer un changement de métabolisme par I'activation de I'expression des

génes cibles de HIF1a tels que CA9 (Carbonic Anhydrase 9), impliquée dans la respiration cellulaire (6).

Ces données de la littérature indiquent que 'angiogenése est activée dés les stades non-invasifs et
elle peut étre impliquée dans le passage aux stades invasifs (424). Un changement métabolique peut
également permettre la croissance et la dissémination des cellules sans activation de I'angiogenese (6). Les
adénocarcinomes Iépidiques de type pneumonique ovin et humain n'évoluent pas comme les autres cancers
pulmonaires, de carcinomes in situ a carcinomes invasifs disséminés en dehors du poumon, puisqu'ils ne font
pas de métastases. Ce sont des cancers pulmonaires non angiogéniques pour lesquels il est important
d’analyser I'expression des génes de la voie de I'angiogenése afin de montrer un blocage éventuel de cette

voie pouvant expliquer le phénotype observé.
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POINTS FORTS A RETENIR :

Invasion tumorale et métastases

«» Mécanismes principaux : Angiogenése et lymphangiogenése

.0

% Voies de signalisation impliquées dans la régulation de ces deux mécanismes :
VEGF/VEGFR (Voie principale)
FGF/FGFR
PDGF/PDGFR
ANGPT/TIE
«» Dérégulation de ces voies dans les cancers, une augmentation de I'expression de ces genes

est de mauvais pronostic pour les patients

0,
0.0

L’adénocarcinome lépidique de type pneumonique humain et I'adénocarcinome pulmonaire

ovin sont deux cancers non métastatiques
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V. Objectifs expérimentaux

L’adénocarcinome pulmonaire ovin et I'adénocarcinome lépidique sont similaires dans les aspects
cliniques, radiologiques et histologiques. Le premier est induit par un rétrovirus et le second a une étiologie
encore inconnue. L'objectif principal de ma thése était de mieux connaitre et caractériser ces deux cancers en
partant de 'hypothése suivante : des évenements cellulaires identiques doivent étre impliqués dans ['initiation
et/ou la progression des tumeurs lépidiques ovines et humaines. Mon travail de these a porté sur deux des
caractéristiques de ces deux cancers pulmonaires : la non-invasion des cancers en dehors des poumons et les

différences d’expression des mucines dans I'adénocarcinome pulmonaire ovin.

Premiérement, 'absence de métastases de ces deux adénocarcinomes m'a interrogée sur I'état
d’activation des voies permettant la dissémination des cellules tumorales au sein de ces deux cancers. Aprés
I'étude de l'expression des genes de plusieurs voies de signalisation impliquées dans la formation de
métastases mais également dans le développement des cancers pulmonaires telles que les voies WNT et
NOTCH par exemple, je me suis concentrée sur 'analyse plus approfondie de I'expression des génes des voies
de I'angiogenése et de la lymphangiogenése, deux mécanismes déterminants pour la dissémination des
cellules tumorales. Un blocage dans I'expression des génes et protéines impliqués dans l'activation de ces
voies pourrait expliquer au moins partiellement 'absence d'invasion tumorale extra-thoracique. Pour cela, une
analyse transcriptomique a été réalisée sur des tumeurs pulmonaires et des poumons sains ovins et humains et
une comparaison de I'expression des génes entre tumeur et tissus sains a été effectuée. La confirmation des
dérégulations observées dans I'expression des génes de la voie de I'angiogenése et de la lymphangiogenése a
été apportée par une analyse par RT-gPCR et Western blot des génes principaux de ces deux voies sur un

pool d’échantillon ovin et humain plus important.

Deuxiémement, mon travail a porté plus précisément sur I'adénocarcinome pulmonaire ovin et sa
caractérisation histologique et génétique. Pour les cancers humains, le travail effectué par le corps médical afin
d'affiner la classification des cancers pulmonaires a permis d’adapter la prise en charge des patients et de
mieux connaitre leur pronostic. L'adénocarcinome pulmonaire ovin qui est proche du cancer
bronchioloalvéolaire s’est vu rapprocher de 'adénocarcinome Iépidique. Mais le cancer chez le mouton est-il
effectivement plus proche de I'adénocarcinome Iépidique prédominant ou peut-il également se rapprocher de
I'adénocarcinome mucineux invasif ? Ces deux cancers chez 'homme sont distingués par l'analyse de
I'expression des mucines. Mon travail essai de montrer vers quel type de cancer 'adénocarcinome pulmonaire
ovin s'oriente. Pour cela, jai analysé la présence ou non de mucine dans des coupes histologiques
d’'adénocarcinome pulmonaire ovin puis jai analysé I'expression des mucines 1, 5AC et 5B dans ces
échantillons tumoraux et normaux. Cette caractérisation ouvre également la voie a I'étude du role que peuvent

avoir les mucines dans la progression du cancer pulmonaire ovin.
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CHAPITRE 1: Analyse de I'expression des génes des voies

impliquées dans la dissémination des cellules tumorales :

Sous expression des géenes de I'angiogenése dans les

adénocarcinomes lépidiques humains et ovins

|. Etat de I'art

L’adénocarcinome pulmonaire ovin et I'adénocarcinome Iépidique sont deux cancers non
métastatiques. Plusieurs mécanismes interviennent dans I'envahissement des organes distants de la tumeur
primitive par les cellules tumorales. Les voies BMI1, WNT, NOTCH et Hedgehog interviennent dans le
développement du poumon. Elles sont également activées dans les cellules souches pulmonaires, sont

dérégulées dans les cancers et ont un réle dans l'induction des métastases.

Le facteur BMI1 (B cell-specific Moloney murine leukemia virus integration site 1) joue un réle dans la
transition épithélio-mésenchymateuse et dans l'invasion par l'inhibition du géne suppresseur de tumeur PTEN
(Phosphatase and tensin homolog) et de WWOX (WW domain containing oxidoreductase) (Figure 28). PTEN et
WWOX sont des inhibiteurs de la voie de signalisation PI3K/AKT. L'inhibition de cette voie empéche la
stabilisation de SNAI1, qui a son tour ne peut déstabiliser la protéine CDH1 et les jonctions cellules-cellules
assurées par cette cadhérine (Figure 28). Le facteur BMI1 est également un activateur de la protéine TWIST1
(Twist family bHLH transcription factor 1) qui coopére avec la protéine RAS pour déclencher la transition
épithélio-mésenchymateuse et I'invasion (463). La protéine RAS joue un role dans l'inhibition de CDH1 par

lintermédiaire du répresseur transcriptionel SNAI2 (Snail family transcriptional repressor 2) (463).
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mésenchymateuse
Invasion

Figure 28 : Représentation schématique de la voie de signalisation BMI1 et son implication dans la
transition épithélio-mésenchymateuse et I'invasion des cellules tumorales.
— activation ; -| répression.

En condition normale, BMI1 est un facteur de maintien des cellules souches. I est impliqué dans la
régulation de l'activité de prolifération des cellules souches, dans le cycle cellulaire, l'immortalisation des
cellules et la senescence cellulaire par I'activation de la télomérase (463). Pendant le développement du
poumon, BMI1 est important pour le renouvellement des cellules souches pulmonaires par la régulation des
génes suppresseurs de tumeurs impliquées dans le cycle cellulaire CDKN2A (Cyclin Dependent Kinase
Inhibitor 2A) et CDKN1C (Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 1C) (568). BMI1 permet la prolifération et le
maintien des cellules souches bronchioalvéolaires qui induisent le renouvellement des cellules épithéliales
alvéolaires et bronchiolaires (142). Le réle du facteur BMI1 dans les cancers est complexe. Il est surexprimé
dans les cancers du cblon, du foie, du sein et du pancréas. Dans ces tumeurs, cette surexpression est corrélée
a un mauvais pronostic et a la présence de métastases dans les ganglions lymphatiques (470). La
surexpression de BMI1 a été observée dans une sous population de cellules souches tumorales exprimant la
prominin-1 ou CD133 (51). Ces cellules souches tumorales CD133 positives étaient résistantes a un traitement
a la cisplatine in vitro (51). Le méme résultat a été observé in vivo aprés le traitement des souris & la cisplatine
lors de linjection de ces cellules CD133 positives (51). L'absence d’expression de BMI1 dans les tumeurs
pulmonaires est un facteur de survie a 5 ans aprés chimiothérapie (529). L'inhibition de BMI1 par des shARN
dans un modele murin de cancers pulmonaires non a petites cellules inhibe la transition epithélio-
mésenchymateuse par la restauration I'expression de PTEN. BMI1 active I'expression de VEGFA, I'absence de
BMI1 empéche cette activation réduisant ainsi la migration cellulaire et l'induction de métastases (338).
L'inhibition de I'expression de BMI1 dans les cellules souches bronchioalvéolaires mutées pour I'oncogene RAS
empéche la prolifération de ces cellules par le blocage des protéines P16™K4A et p19ARF deux protéines
inhibitrices de la prolifération et activatrices de I'apoptose (142). Au contraire, des études ont mis en évidence

un role inhibiteur de BMI1 dans le développement des tumeurs. La surexpression de BMI1 diminue l'invasion
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de lignées de cellules épithéliales pulmonaires et de cellules de carcinomes pulmonaires a large cellules (554).
La suppression de BMI1 dans les cellules A549 injectées dans des souris augmente le nombre de métastases
in vivo (554).

La voie Hedgehog est une voie de signalisation ligands/récepteurs. L'activation de la voie par la
fixation des ligands sur les récepteurs induit la libération et la translocation de facteurs de transcription
activateurs de I'expression des génes cibles de la voie. Les ligands Hedgehog, SHH (Sonic Hedgehog), DHH
(Desert Hedgehog) et IHH (Indian Hedgehog) sont synthétisés et les protéines DISP (Dispatched) permettent
leur sécrétion (Figure 29). La voie Hedgehog est initiée par la liaison entre les ligands, le récepteur PTCH1
(Patched) et les corécepteurs CDO (Cell adhesion associated, oncogene regulated) et BOC (Brother of CDO).
Cette liaison entraine la libération et 'accumulation de la protéine SMO (Smoothened) qui permet la libération
des facteurs de transcription GLI1 (GLI family zinc finger 1) et GLI2 (GLI family zinc finger 2) de leurs inhibiteurs
SUFU (SUFU negative regulator of Hedgehog signaling) et KIF7 (Kinesin family member 7). Aprés
phosphorylation, GLI1 et GLI2 migrent vers le noyau et activent I'expression des génes cibles de la voie
Hedgehog tels que les cyclines D et E, MYC, HIP (Hedgehog interacting protein), BCL2 (B-cell CLL/lymphoma
2), CFLAR (CASP8 and FADD like apoptosis regulator) ou FOXF1 (Forkhead box F1). Lorsque la voie
Hedgehog n’est pas activée, GLI3 est phosphorylé par les protéines PKA (Protein Kinase A), CK1 (Casein
Kinase 1) ou GSK3B (Glycogen Synthase Kinase 3 ) et sa migration dans le noyau bloque I'expression des
génes cibles (Figure 29) (64).
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Figure 29 : Représentation schématique de la voie de signalisation Hedgehog. '
— activation ; 4 répression.

En condition normale, la voie Hedgehog est impliquée dans la régulation de la prolifération, de la
migration et de la différenciation des cellules progénitrices (515). Elle est cruciale pendant 'embryogenése et
dans la réparation des tissus adultes. Des dérégulations de la voie Hedgehog sont impliquées dans les cancers
des ovaires, de la prostate ou encore du poumon (Tableau 14). Les cancers pulmonaires a grandes cellules
surexpriment les protéines SHH et GLI1 (538). L'inhibition in vitro de la voie Hedgehog par la cyclopamine, un
inhibiteur de SMO, réduit la prolifération et la viabilité des cellules tumorales pulmonaires A549 et l'inhibition de
GLI1 par des siRNA diminue la prolifération des A549 par la modulation de la cycline D (48). L'expression de
HIP, un géne cible inhibiteur de la voie Hedgehog, est diminué dans de nombreux cancers dont les cancers
pulmonaires (376). Dans les cancers du pancréas, une inhibition du ligand SHH par la cyclopamine induit la
diminution des métastases et dans les cancers hépatiques, une surexpression des génes SHH, PTCH1, SMO
et GLI1 augmente linvasion des cellules tumorales et les métastases par I'activation des métalloprotéases
MMP2 et MMP9 via la voie de signalisation PI3K/AKT (89).

90



Expression Cancers

;A Hedgehog  Cerveau, peau, poumons, appareil digestif, ovaire et prostate
4 Hedgehog Pancréas, foie, prostate et poumons

@ PTCH1 Cerveau, peau, tissus mous

$MA sSMO Peau, ovaires

R GL Peau, poumons, cesophage et l'intestin

@ SUFU Cerveau, tissus mous et prostate

Tableau 14 : Dérégulation de la voie de signalisation Hedgehog dans les cancers (d’aprés (517)).
| Augmentation de I'expression, & Diminution de I'expression, @ pas d’expression.

La voie NOTCH est activée par la fixation de ligands sur les récepteurs NOTCH induisant le clivage
des récepteurs NOTCH et permettant la translocation de la partie intracellulaire du récepteur dans le noyau de
la cellule. Cette partie intracellulaire joue le réle de facteur de transcription activateur des génes cibles de la
voie. Les récepteurs NOTCH (NOTCH1 a 4) sont des protéines transmembranaires composées d’'un domaine
NECD (NOTCH ExtraCellular Domain), d'un domaine TM (Transmembrannaire) et d'un domaine NICD
(NOTCH IntraCellular Domain) (Figure 30). Les ligands de la voie NOTCH sont les protéines DLL1, DLL2, DLL3
(Delta-like 1, 2 and 3) et les protéines JAG1 et JAG2 (Jagged 1 and 2). Lors de la liaison du ligand sur son
récepteur, le domaine NECD est clivé par les métalloprotéases ADAM10 et 17 (A Desintegrin And
Metalloproteinase 10 and 17) mais reste li¢ aux ligands et le complexe ligand/NECD est envoyé vers le
recyclage (Figure 30). Le domaine NICD est libéré du domaine transmembrannaire par le complexe y-
sécrétase permettant sa translocation dans le noyau. En absence du NICD, un complexe répresseur est
présent sur ’ADN et empéche 'expression des genes cibles. Lorsque le NICD entre dans le noyau, il se fixe a
la protéine RBPJk (Recombination signal Binding Protein Kappa J region) permettant la conversion du
complexe inhibiteur en un complexe activateur avec la présence de MAML1 (Mastermind like transcriptional
coactivator 1) (Figure 30). Cette étape permet I'expression des genes cibles de la voie NOTCH tels que les
HES (Hes family BHLH transcription factor), la Cycline D et c-MYC (pour revue, (170)).
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Figure 30 : Représentation schématique de la voie de signalisation NOTCH.
— activation ; 4 répression.

La voie NOTCH est hautement conservée chez les mammiféres comme voie de détermination du
destin cellulaire pendant le développement embryonnaire (555). Au cours du développement pulmonaire, la
voie NOTCH est importante pour le devenir des cellules et la mise en place des alvéoles. Chez 'adulte, elle est
essentielle dans la réparation de blessures par le contrble du maintien et de la différenciation des cellules
souches pulmonaires (pour revue (555)). Par exemple, I'expression constitutive de NOTCH3 dans le poumon
de souris inhibe la différenciation des cellules de I'épithélium pulmonaire distal et déstructure complétement la
morphologie pulmonaire en inhibant la différenciation des cellules épithéliales alvéolaires (113). Le récepteur
NOTCH1 est impliqué dans la transition épithélio-mésenchymateuse et dans l'invasion des cellules tumorales.
La surexpression de NOTCH1 dans les cellules endothéliales induit I'expression de SNAI1 et SNAI2
permettant la répression de la VE-cadhérine, la perte de l'inhibition de contact entre cellules et I'immortalisation
des cellules endothéliales (502). La métalloprotéase ADAM17 permet I'activation de l'expression du proto-
oncogéne EGFR par son action sur NOTCH1 dans les cancers pulmonaires non a petites cellules (39).
L'expression de NOTCH1 dans les cancers pulmonaires est un facteur de mauvais pronostic et de résistance
aux traitements inhibant I'activité tyrosine kinase du récepteur EGFR (141, 552). L'activation constitutive de

I'expression de NOTCH3 dans les cellules pulmonaires de souris transgéniques pour NOTCH3 induit des
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métaplasies cellulaires dans les alvéoles (113). NOTCH3, comme NOTCH1, est impliqué dans la résistance
aux inhibiteurs de l'activité tyrosine kinase de 'EGFR et une diminution de la phosphorylation des MAPK est
observée lors de son inhibition (200). Les ligands des récepteurs NOTCH sont impliqués dans les cancers.
L'expression du ligand DLL4 dans les cancers pulmonaires non a petites cellules, par exemple, est un facteur

de mauvais pronostic (141).

La voie WNT est composée des ligands WNT se fixant sur leurs récepteurs, FZD (Frizzled). Cette
fixation permet la stabilisation de CTNNB1 (B-caténine) et sa translocation dans le noyau. CTNNB1 est le
facteur de transcription permettant I'activation de I'expression des genes de la voie et est impliquée dans
I'adhésion cellule-cellule. Lorsque la voie WNT n’est pas activée, CTNNB1 est adressée au protéasome par
l'intermédiaire du complexe APC (Adenomatosis Polycomb Complex)/Axine (Figure 31). Les ligands WNT sont
une famille de 19 glycoprotéines sécrétées et les FZD sont composés de 10 récepteurs. Les ligands WNT se
lient @ un complexe FZD et LRP5/6 (LDL Receptor related Protein 5/6) et induisent un changement
conformationnel des récepteurs suivit par la séparation du complexe APC/Axine/CTNNB1. L'axine se fixe sur le
domaine cytoplasmique de LRP5/6, lui-méme phosphorylé par les kinases GSK3pB et CK1. La protéine DSH
(Dishevelled) interagit avec les récepteurs FZD et facilite l'interaction entre les protéines LRP et l'axine.
CTNNB1 est libérée du complexe APC induisant sa dégradation, stabilisée et envoyée vers le noyau ou elle va

induire la transcription de génes cibles tels que la cycline D, MYC, CD44 ou MMP7 (95).
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Figure 31 : Représentation schématique de la voie de signalisation WNT.
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De nombreuses dérégulations de la voie WNT ont été mises en évidence dans les cancers dont les
cancers du poumon (Tableau 15). Le contact entre des cellules épithéliales bronchiques immortalisées et un
condensé de fumée de cigarette augmente I'expression des génes activateurs, tels que WNT5A, et diminue
I'expression de certains inhibiteurs de la voie WNT tels que DKK1 (299). La surexpression des génes de la voie
WNT dans les tumeurs pulmonaires mutées pour I'oncogene KRAS, associé au tabagisme, est corrélée a des
tumeurs pulmonaires plus agressives a cause de la perte d’expression de CDH1 (299, 385). Cinquante-trois
pourcents des cancers pulmonaires non a petites cellules expriment WNT1 ; son expression est associée a une
diminution de I'apoptose, une augmentation de I'expression de CTNNB1, de MYC, de la Cycline D1, de MMP7
et de VEGFA (223). lls sont également associés a des surexpressions des ligands WNT2, WNT3, WNT5A et
WNT11 (pour revue (476)). Une hyper méthylation, induite par la protéine DNMT1 (DNA Methyl Transferase 1),
du promoteur du géne codant pour le ligand WNT7A induit sa sous expression et augmente la prolifération
cellulaire dans les cancers pulmonaires non a petites cellules (499). FZD8 et DSH sont surexprimés aussi bien
dans les lignées cellulaires pulmonaires que dans les échantillons de tumeurs pulmonaires et leur expression
est associée a un mauvais pronostic (536, 539). L'expression de DSH1 et DSH3 in vitro augmente l'invasion
des cellules tumorales épithéliales pulmonaires et augmente I'expression de CTNNB1 (539). Dans les cancers
pulmonaires, I'expression des inhibiteurs peut étre dérégulée. Des mutations du géne codant pour I'axine sont
associées a un risque de développement des adénocarcinomes pulmonaires (248). La phosphorylation de
GSK3p par 'EGFR bloque sa fonction inhibitrice de la voie WNT ; la présence de cette forme phosphorylée de
GSK3p et de 'EGFR est associée a un mauvais pronostic dans les cancers pulmonaires (576). La méthylation
du promoteur du géne codant la protéine sFRP2 (secreted Frizzled related protein 2), inhibitrice de la voie
WNT, a été observée plus fréquemment chez les femmes, les non-fumeurs et dans les adénocarcinomes
pulmonaire (488). CTNNB1, le facteur de transcription permettant I'activation de I'expression des génes cibles
de la voie WNT, est touché par des dérégulations de son expression dans les cancers. Par exemple,
I'expression de CTNNB1 a été observée dans 68% des cancers pulmonaires épidermoides et dans 61% des
adénocarcinomes (250). L'accumulation de CTNNB1 dans le noyau des cellules tumorales pulmonaires est
associée a des résistances aux traitements ciblant 'activité tyrosine kinase de 'EGFR ; CTNNB1 pouvant
activer 'lEGFR et la voie de signalisation en aval de 'EGFR, la voie MAPK (161). Dans les lignées cellulaires de
cancers pulmonaires, une inhibition de I'expression de CTNNB1 permet I'inhibition de la prolifération cellulaire
par la sous expression de génes cible de CTNNB1 tels que MYC, la cycline D1 et CDK4 (197). A l'inverse, une
perte de I'expression de CTNNB1 dans les cancers pulmonaires est associée avec une augmentation de la
croissance tumorale et du grade de la tumeur et sa surexpression dans les cancers n'est pas toujours de

mauvais pronostic (476).
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Expression des génes Cancers

WNT1 Poumon, prostate, téte et du cou, sein
WNT2 Poumon, sein
WNT7a Colon, I'estomac, 'endométre
_ DSH Poumon, sein
g LRP5/6 Colon
E FZD2 Estomac
= FZD3 Leucémie
::i FZD5 Rein
FzD7 Foie
FZD8 Estomac
FZD9 Cerveau
B-caténine Poumon, ovaires, foie, rein
WNTba Cblon, du cerveau, de la thyroide, du sein
cf: WNT7a Poumon
;’ sFRP Poumon, foie, sein, vessie, téte et du cou, colon
% APC Estomac, intestins, sein, rein
Axine Foie, poumon

Tableau 15 : Dérégulation de la voie WNT dans les cancers (D’aprés (476)).

Les voies de signalisation BMI1, Hedgehog, NOTCH, WNT et de 'angiogenése sont-elles déréqulées

dans les adénocarcinomes pulmonaires Iépidiques humain et ovin ?

Chez I'nomme, les voies de signalisation BMI1, Hedgehog, NOTCH et WNT sont impliquées dans le
développement du poumon et dans le développement des cancers pulmonaires. Leur réle dans le maintien des
cellules souches et des cellules souches tumorales peut étre déterminant dans la dissémination du cancer.
Trés peu de choses sont connues quant a I'expression des genes des voies BMI1, Hedgehog, NOTCH et WNT
chez le mouton. Dans des tumeurs pulmonaires murines induites par 'enveloppe de JSRV, une augmentation
de l'activation de la voie de signalisation WNT, par I'analyse de I'expression de CTNNB1, a été observée ; ces
cellules présentaient un haut potentiel d'initiation tumorale (516). Notre équipe a également mis en évidence
I'expression du géne BMI1 dans une population de cellules progénitrices bronchioloalvéolaires isolées a partir
de poumon d’agneau sain (15). L'angiogenése et la lymphangiogenése sont importantes pour la prolifération
des cellules tumorales vers d’autres organes. L'expression des facteurs de croissance de I'angiogenése
VEGFC, FGF2, PDGFC et du récepteur PDGFRa a été détectée par immunohistochimie dans des poumons de

moutons atteints d’adénocarcinomes pulmonaires ovins (472).

L’étude des dérégulations de ces voies est importante pour la compréhension des mécanismes de
transformation et de I'absence de métastases dans les deux adénocarcinomes Iépidiques chez 'homme et le

mouton. Pour cela, nous avons analysé les profils d’expression des genes dans les cancers Iépidiques.
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Il. Matériels et méthodes

11.1. Matériel biologique

Les tissus pulmonaires ont été collectés post mortem sur cing moutons naturellement infectés par
JSRV provenant de troupeaux du sud de la France avec des cancers pulmonaires (groupe « cancers ») et sur
cing moutons ne présentant aucun signe clinique provenant de I'abattoir de Corbas, Rhéne-Alpes (groupe
« normaux ») (Tableau 16). Une autorisation pour I'entrée sur le site de I'abattoir a été obtenue et I'acces a été
supervisé par un vétérinaire. Aucun des animaux utilisés pour cette étude n’a participé a un protocole
expérimental. Le statut clinique de ces animaux a été confirmé par la présence ou non de Iésions cancéreuses
macroscopiques et par la détection du génome de JSRV par PCR semi-nichée. Rapidement, 'ADN des
poumons a été extrait par le Fast DNA® Kit, MPBIO selon les recommandations du fournisseur puis 100ng de
celui-ci a été amplifié par PCR avec le « 1X KAPA2G Robust Hotstart Ready Mix 2X » (Clinisciences, France)
et 0,2uM d’'amorces. Les amorces utilisées ciblaient une région en 3’ du génome de JSRV située entre
'enveloppe et le LTR de JSRV(JSRV98: 5-GAGTTGAAATGCTGCATATG-3, JSRV53: 5-
GGATTCTTACACAATCACC-3' et JSRV52 : 5-CACCGGATTCTTATATAATC-3'). Les étapes d’amplification
étaient les suivantes : 2 min a 95°C suivies de 10 sec a 95°C, 10 sec a 55°C et 10 sec a 72°C pendant 35

cycles puis 5 min a 72°C.

Des cellules épithéliales alvéolaires de type Il ou AECII ont été dérivées a partir de trois des poumons
tumoraux et trois des poumons normaux collectés post mortem. Les AECIl ont été caractérisées
phénotypiquement pour I'expression de pro-SPC et de la cytokératine et ont été cultivées comme décrit

précédemment (16).

Animal Sexe Age (Mois) Statut
2 892 F 24 Cancer
g 987 M 60
= 2
Q 1018 ' <6 Normal
1020 ? <6
1127 ? ?
1167 F 60 Cancer
§ 1171 F ?
< 1011 ? <6
1213 ? <6 Normal
1214 ? <6

Tableau 16 : Cancers et poumons normaux utilisés pour les analyses transcriptomiques.
F : Femelle ; M : Male ; ?: Inconnu.

Cing adénocarcinomes |épidiques humains ont été obtenus par le centre de ressources biologiques

Cardiobiotech (CRB-HCL Hospices Civils de Lyon BB-0033-00046) pour I'analyse de I'expression des genes

96



sur puce transcriptomique (#03H0202 ; #04H11387 ; #04H2749 ; #05H2656 ; #06H5639). Les zones saines et

tumorales ont été microdisséquées pour séparer les zones Iépidiques (N=4) et papillaires (N=4).
11.2. Analyse transcriptomique

Une analyse transcriptomique a été réalisée sur des tissus et des cellules primaires pulmonaires
ovines tumorales et non tumorales avec des puces transcriptomiques Gene Chip© Bovine Genome Array
(Affymetrix), selon les recommandations du fournisseur (plateforme ProfileXpert, collaboration C. Legras
Lachuer et C. Leroux). Ces puces étaient composées de 24072 jeux de sondes de 25-mer permettant la
détection de plus de 23000 transcrits. La lecture des puces a été réalisée avec le scanner 3000 d’Affymetrix
puis les intensités relatives d’expression ont été mesurées avec le logiciel MAS5.0 (Microarray Suite version
5.0, Affymetrix). Une normalisation permettant d’éviter tout biais technique a été réalisée. Cette étude a été
réalisée sur deux cancers (#892 et 987), deux poumons normaux (#1018 et 1020) et sur des cellules
épithéliales alvéolaires de type Il dérivées de cancers (#1127, 1167 et 1171) ou de poumons normaux (#1011,
1213 et 1214) (Tableau 16). Une étude similaire a été réalisée sur cing poumons humains normaux (#03H0202,
04H2749, 04H11387 05H2656 et 06H5639) et des cancers pulmonaires (#03H0202, 04H2749, 04H11387,
05H2656 et 06H5639) avec microdissection des zones définies histologiquement comme Iépidiques ou
papillaires. Les profils ARNm ont été¢ analysés sur une puce CodeLink Human Whole Genome Bioarray,
Applied microarray/GE Healthcare (plateforme ProfileXpert) composée de 55000 sondes de 30-mer

représentant le génome humain annoté.

Les données brutes ont été analysées par I'équipe bio-informatique de la plateforme ProfileXpert.
L’analyse de I'expression des génes sur ces échantillons a été réalisée grace au calcul d’un ratio du niveau
d’expression des génes dans les cancers par rapport aux poumons normaux ou FC (fold change). Un FC de
1,3 indique une différence d’expression significative correspondant a une p-value inférieure a 0,05. Le tableau
récapitulatif des dérégulations des voies BMI1, Hedgegog, NOTCH, WNT et de la voie de
I'angiogenése/lymphangiogenése a été réalisé lors de I'analyse des données de transcriptome. Un code a été
établi pour une lecture rapide des niveaux d’expression des genes de chaque voie : @ lorsque le géne n'est pas
retrouvé dans les données d’expression, = quand I'expression du gene est stable, 3 quand le géne est
significativement sous exprimés (FC inférieur a -1,3) dans les cancers et @ quand les génes sont surexprimés
(FC supérieur a 1,3) dans les cancers. Les voies de signalisation ont été reconstruites a partir des données de
la littérature et la base de données KEGG PATHWAY (Kyoto encyclopedia of genes and genomes,
http://lwww.genome.jp/kegg/pathway.html) avec un code couleur utilisant le blanc lorsque le géne n’est pas
retrouvé dans les données d’expression, le gris lorsqu'il n'y a pas de régulation de I'expression entre cancer et
poumon normal, le vert quand le géne est significativement sous exprimé dans les cancers et le rouge quand le

géne est surexprimé dans les cancers.
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lll. Résultats

1. Profils d’expression des adénocarcinomes lépidiques humains et

ovins

L'analyse globale des puces transcriptomiques ovines et humaines ont mis en évidence de
nombreuses dérégulations dans I'expression des génes entre les cancers et les poumons sains. Les
différences d’expression des genes ont permis de classer les échantillons par statuts normaux ou cancers aussi
bien chez 'homme que chez le mouton (Figure 32). Chez 'homme, les différences d’expression des génes
n'ont pas permis de différencier les zones Iépidiques des zones papillaires aussi, 'analyse a été concentrée sur
les Iésions Iépidiques (Figure 32). Bien que les analyses aient été réalisées sur les zones papillaires, seules les
données d'expression des zones Iépidiques seront montrées dans les résultats. De fagon similaire, chez le
mouton, les analyses de I'expression des génes ont été réalisées aussi bien dans les poumons que dans les
cellules épithéliales alvéolaires de type Il dérivées de poumons ovins mais seules les analyses des
dérégulations entre poumons normaux et cancers seront montrées dans les analyses de I'expression des
génes des voies de signalisation. L'expression des génes dans les AECII est cependant particuliérement
intéressante afin de confirmer que les dérégulations observées dans les poumons sont spécifiques de ces

cellules.
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Figure 32 : Clusters des génes différentiellement exprimés dans les adénocarcinomes Iépidiques ovins
et humains par rapport a des poumons normausx.

L’analyse des profils d’expression des adénocarcinomes ovins a montré la dérégulation de 622 génes
sur les 8638 génes présents et annotés sur la puce. Parmi ces 622 génes, 280 étaient sur exprimés et 342
étaient sous exprimés. L'ontologie des génes sur et sous exprimés indiquait que 23% des génes surexprimés
étaient impliqués dans l'inflammation et 15% des génes sous exprimés étaient impliqués dans I'adhésion
cellulaire (Figure 33). Chez 'homme, les génes dérégulés étaient majoritairement des genes intervenant dans

les mouvements cellulaires, le cancer, les interactions et la signalisation entre cellules (données non montrées).
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Figure 33 : Ontologie des génes dérégulés dans I'adénocarcinome pulmonaire ovin.

Bien que ces voies soient majoritairement dérégulées dans les adénocarcinomes Iépidiques humains
et ovins, des génes appartenant a d’autres voies de signalisation étaient également dérégulés. Plus
spécifiquement, nous avons voulu analyser les voies BMI1, Hedgehog, NOTCH, WNT pour leur importance

dans le développement du poumon et dans les cancers.

11.2. Dérégulations des voies BMI1, Hedgehog, NOTCH, WNT et de

I'angiogenése
1.2.1. BMI1

Les profils d’expression des ARNm établis par 'analyse des puces transcriptomiques ont montré une
dérégulation de la voie BMI1 dans les adénocarcinomes Iépidiques ovins et humains. Le niveau d’expression
de 11 génes essentiels dans la voie BMI1 a été analysé montrant que 4 d’entre eux étaient dérégulés dans les
adénocarcinomes ovins et 5 étaient dérégulés dans les adénocarcinomes humains (Tableau 17). Le niveau
d’'expression de trois génes n’a pas été retrouvé dans les données ovines. Ainsi, sur les 8 génes dont
I'expression était connue chez le mouton, 5 génes avaient une expression identique entre les adénocarcinomes
|épidiques ovins et humains : AKT, SNAI1, CDH1, RAS et SNAI2 (Tableau 17). Chez le mouton, BMI1 et SNAI2
étaient sous exprimés, CDH1 et WWOX étaient surexprimés (Figure 34, Tableau 17). La sous expression de
SNAI2 et la surexpression de WWOX étaient également retrouvées dans les AECII dérivés de poumons
tumoraux. Dans les adénocarcinomes pulmonaires Iépidiques humains, CDH1 était surexprimé alors que
TWIST1 et TWISTZ2 et SNAI2 étaient sous exprimé (Figure 34, Tableau 17).
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Mouton Homme
BMI1 A =
PTEN
wwox
PI3K
AKT
SNAI
TWIST1
TWIST2
CDH1
RAS
SNAI2 A" A

Tableau 17 : Expression des génes de la voie BMI1 dans les adénocarcinomes pulmonaires ovins et
humains. Les niveaux d’expression sont déterminés en référence au poumon normal. & surexprimé, N sous
exprimé, = stable et @ non trouvé.

n n Nae
n K n

n M e aw
n ¥ €

ADENOCARCINOME LEPIDIQUE
MOUTON HOMME
BMI1

| P |
CDH1 CDH1
@\ s || [ | /\ | Ras |
[ swan |

Transition épithélio-
mésenchymateuse
Invasion

Transition épithélio-
mésenchymateuse
Invasion

Stable
Inconnu

Figure 34 : Dérégulation de la voie de signalisation BMI1 dans les adénocarcinomes lépidiques ovins et
humains.
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111.2.2. Hedgehog

Nous avons analysé I'expression de 29 génes principaux de la voie Hedgehog ; 12 étaient dérégulés
dans les adénocarcinomes ovins et 15 étaient dérégulés dans les adénocarcinomes Iépidiques humains
(Tableau 18). Chez le mouton, le ligand principal de la voie SHH, le corécepteur BOC, la protéine activatrice
SMO, le répresseur transcriptionel GLI3 étaient sous exprimé et le récepteur principal de la voie PTCH1 était
surexprimé (Tableau 18, Figure 35). Toutes ces dérégulations étaient identiques dans les cellules épithéliales
alvéolaires dérivées de cancers. Chez I'homme, les ligands DHH et IHH, le récepteur PTCH2, I'activateur
transcriptionel GLI2 et I'inhibiteur KCTD11 étaient surexprimés et SMO et GLI3 étaient sous exprimés (Tableau

18, Figure 35). L'expression des génes était tres proche dans les échantillons Iépidiques et papillaires.

De fagon intéressante, trois génes avaient une expression similaire entre les adénocarcinomes
|épidiques humains et ovins : les génes SMO, GLI3 et FOXF1 (géne cible de la voie Hedgehog) étaient sous

exprimés (Tableau 18).
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Mouton

Homme

DISP1
DISP2
SHH
DHH
IHH
CDO
BOC
PTCH1
PTCH2
SMO
KIF7
STK36
SuFu
Gli1
Gli2
Gli3
ARRB1
ARRB2
PKA
CK1
GSK3b
KCTD11
Cycline D
Cycline E
Myc

HIP
BCL2
CFLAR
FOXF1
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Tableau 18 : Expression des génes de la voie Hedgehog dans les adénocarcinomes pulmonaires ovins

et humains.
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Figure 35: Dérégulation de la voie de signalisation Hedgehog dans les adénocarcinomes lépidiques

ovins et humains.
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111.2.3. NOTCH

L'analyse de I'expression des genes de la voie NOTCH portait sur 55 genes principaux de la voie.
Parmi ces génes, 22 étaient dérégulés dans les adénocarcinomes pulmonaires ovins et 24 étaient dérégulés
dans les adénocarcinomes Iépidiques humains (Tableau 19). Chez le mouton, les génes de la voie semblaient
majoritairement sous exprimés. En effet, les ligands DLL4, JAGT et JAG2, les récepteurs NOTCH1, NOTCH3
et NOTCH4 étaient sous exprimés dans les cancers pulmonaires ovins alors qu’un des inhibiteurs de la voie,
DLK1 était surexprimé (Tableau 19, Figure 36). Au niveau des génes cibles de la voie, HEST, géne dont la
transcription dépend majoritairement de la voie NOTCH était sous exprimés dans les cancers pulmonaires
ovins. La sous expression de JAG1, JAG2, NOTCH1 et HES1 était également retrouvée dans les AECII
dérivées de poumons ovins tumoraux. L'effecteur permettant I'activation de la transcription des génes cibles
RBPJK était, lui, surexprimé dans les cancers pulmonaires ovins. Chez 'lhomme, il ne semblait pas y avoir une
sous expression aussi nette des génes activateurs de la voie NOTCH. En effet, le ligand DLL3 et le récepteur
NOTCH3 étaient surexprimés alors que l'inhibiteur DLK1 était sous exprimé (Tableau 19, Figure 36). Au niveau
des génes cibles, HEST était surexprimé et HESS était sous exprimé dans les adénocarcinomes lépidiques
humains. Peu de différences d’expression ont été observées entre les échantillons lépidiques et les échantillons

papillaires.

De fagon intéressante, cing génes avaient une régulation identique entre les cancers Iépidiques ovins
et humains. Il s’agissait des deux ligands DLL4 et JAGZ2, du récepteur NOTCHT et des génes codant pour
Fringe, LFNG et MFNG, induisant une O-fucosylation de NOTCH ce qui facilite la fixation des ligands sur le
récepteur. DLL4, JAG2, NOTCH1 et MFNG étaient sous exprimés et LFNG était surexprimé.
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Mouton Homme Mouton Homme

DLL1 ] = NCOR2 2 =
DLL3 ] . CtBP1 2 =
DLL4 A A CtBP2 = .
JAG1 | = CIR ? ]
JAG2 A A SHARP = =
DLK1 . A" HDAC1 = =
DLK2 = = HDAC2 = ?
NOTCH1 A A HDAC3 ? =
NOTCH2 = A HDAC5 = =
NOTCH3 A ? HDAC7A A A
NOTCH4 A = HDAC8 = |
NUMB = = HDAC10 = =
NUMBL A . HES1 A .
DTX1 = = HES5 [ A
DTX2 ? = Myc ? =
DTX3 0 ? Cycline D A ?
ITCH A = ID1 = A
NEDD4 A = NRARP A ]
MFNG A A NFKB = =
LFNG . . PTCRA 2 A
RFNG = A
ADAM10 = ?
ADAM17 ] ?
PEN2 = ?
PSEN1 = =
PSEN2 ) =
NCSTN = =
APH1A = =
APH1B [/ =
RBPJk ? =
MAML1 = =
MAML2 = =
MAML3 [/ =
SKIP ] =
HAT 7 =

Tableau 19 : Expression des génes de la voie NOTCH dans les adénocarcinomes pulmonaires ovins et
humains.
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1.2.4. WNT

Sur les 84 génes impliqués dans la voie WNT, 33 étaient dérégulés chez le mouton et 40 chez

'homme (Tableau 20).

Dans les adénocarcinomes pulmonaires ovins, sur les 62 genes dont la régulation de I'expression était
connue, 14 genes étaient surexprimés et 19 génes étaient sous exprimés (Tableau 20 ; Figure 37). Les ligands
WNT2B, les récepteurs FZD1, 4, 7, 9 et 10, le corécepteur LRP5, les inhibiteurs DKK2, 3 et 4, SFRP2, WISE et
le géne codant pour la protéine impliquée dans le complexe de dégradation de I'effecteur de la voie CTNNB1,
la Diversin, faisaient partie des génes sous exprimés. Au contraire, WNT6, FZD2, CTNNB1, SFRP1, SFRP4, et
les génes cibles MYC, MMP7 et CD44 étaient surexprimés. De fagon intéressante, la sous expression de
WNT2B, FZD1, FZD7, FZD10, DKK3, DKK4, SFRP2 et de la Diversin ainsi que la surexpression de MMP7 et
CD44 étaient retrouvées dans les cellules épithéliales alvéolaires de type Il dérivées de cancers. Chez
I'homme, la régulation de I'expression de tous les ligands WNT et des récepteurs FZD était connue (Tableau
20). Sur les 18 ligands WNT, 6 étaient sous exprimés dont WNT2, WNT5A et WNT7A et 3 étaient surexprimés
dont WNT2 et sur les 10 récepteurs FZD, seul FZD7 était sous exprimé et FZD3 et FZD5 étaient surexprimés.
L'effecteur de la voie CTNNB1 était surexprimé. Dans les échantillons papillaires, 48 génes sur 84 analysés

avaient une expression similaire aux échantillons 1épidiques.

De fagon intéressante, de nombreux genes de la voie WNT avaient un niveau d’expression identique
entre cancers |épidiques ovins et humains (Tableau 20) : FZD7 et CTNNBT étaient respectivement sous et
surexprimés dans ces deux cancers. D’autres génes tels que les inhibiteurs DKK3, SFRP1, SFRP2 et SFRP4,
la Diversin et le géne cible de la voie MMP7 avaient également la méme régulation dans les adénocarcinomes

|épidiques humains et ovins.
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Mouton Homme Mouton Homme
WNT1 ] = AXAM = =
WNT2 ] 7 NKD1 = ]
WNT2B/13 Y] = DKK1 = v
WNT3 ] = DKK2 A =
WNT3A ] = DKK3 A" A
WNT4 ] 7 DKK4 A} =
WNT5A o A WIF1 o A
WNT5B ] A SFRP1 | )
WNT6 | ? SFRP2 Y] A
WNT7A ] Y] SFRP4 | 7
WNT7B ] = SFRP5 0 P
WNTS8A ] A" FRZB | A
WNTIA/14 ] A Wise Y] A
WNT9B/15 ] = SOST = P
WNT10A ] = PP1 | 7
WNT10B = = PP2A = =
WNT11 = A" MACF1 A =
WNT16 o = Caprin2 o =
FZD1 A" = Chibby o =
FZD2 | = iCAT | A
FZD3 = 7 RANBP3 = =
FZD4 A = RAC1 = =
FZD5 ] 7 JNK2 = =
FZD6 [/ = Diversin A A
FzZD7 Y] A BCL9 = =
FZD8 ] = PAF1 = A
FZD9 A} = Pygopus o =
FZD10 A = TCF1/TCF7 7 A
CTNNB1 | | TCF3/TCF7L = A}
DSH = o TCF4/TCFTL. AV =
NKD1 ] = LEF1 | =
LRP5 Y] Y HDAC1 = =
LRP6 ] ? HDAC2 = P
LGR4 A" = HDAC3 | =
LGR5 ] = HDACS5 = =
LGR6 = = HDAC7A Y] A
APC Y] = HDACS8 = A
Axin 1 = y | HDAC10 = =
Axin 2 = 7 Myc 7 =
GSK3b 7 = Cycline D A" 7
CK1 = = MMP7 | P
IDAX ] = CD44 | A

Tableau 20 : Expression des génes de la voie WNT dans les adénocarcinomes pulmonaires ovins et

humains.
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111.2.5. Angiogenése et lymphangiogenése

Nous avons analysé I'expression de 43 des génes intervenant dans la voie de I'angiogenése. Vingt-six
génes avaient une expression dérégulée chez le mouton et 29 genes avaient une expression dérégulée chez

'homme.

De maniére générale, dans les adénocarcinomes Iépidiques humains et ovins, les génes de la voie de
I'angiogenese étaient sous exprimés. Chez le mouton, les ligands VEGFA, VEGFC et VEGFD et les récepteurs
VEGFR?2 et VEGFR3 étaient sous exprimés ainsi que les autres activateurs de la voie, les PDGF/PDGRs et les
ANGPT/ANGPTRs (Tableau 21, Figure 38). Les molécules agissant sur la dégradation de la matrice
extracellulaire étaient dérégulées avec une sous expression de la métalloprotéase MMP2 et la surexpression
de MMP9 et de son inhibiteur TIMP1. Les inhibiteurs de 'angiogenése, COL18A1, les THBS1 et THBS3 étaient
sous exprimés et THBS2 était surexprimé. HIF1a, facteur de transcription stabilisé en cas d’hypoxie et
activateur de I'expression de VEGFA était surexprimé dans les cancers ovins. Les mémes régulations de
I'expression ont été retrouvées dans les cellules épithéliales alvéolaires de type Il pour tous les ligands VEGF
et le récepteur VEGFR1. C'était également le cas pour les génes MMP2, MMP9, le récepteur PDGFRB et les
inhibiteurs de I'angiogenése, COL18A1 et THBS1. Chez 'homme, les principaux acteurs de la voie VEGF
étaient dérégulés avec la sous expression de VEGFC, VEGFD, VEGFR1 et VEGFR3 (Tableau 21, Figure 38).
Les génes de la voie de I'angiopoiétine étaient également sous exprimés. Les génes VEGFA, MMP9, TIMP1,
PDGFB, PDFGC étaient, eux, surexprimés. De nombreuses similaritts ont été observées entre les
adénocarcinomes lépidiques et les adénocarcinomes papillaires, VEGFC et VEGFD, VEGFR1 et VEGFRS3,
ANGPT1 et ANGPT2 et THBS1 étaient sous exprimés et TIMP1, PDGF-C, PDGFR-L, THBS2 et THBS3 étaient

surexprimés dans les deux sous-types histologiques.

L’expression des géenes de la voie de I'angiogenése était trés proche entre les adénocarcinomes
lépidiques humains et ovins. En effet, sur les 42 génes, 15 avaient une régulation de I'expression similaire entre
ces deux adénocarcinomes dont la sous expression de VEGFC, VEGFD, VEGFR3, MMP2, PDGFRA et la voie
de I'angiopoiétine et la surexpression de MMP9, TIMP1, PDGFRL.
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Mouton Homme Mouton Homme
? IL-8 ]
= endostatine A
THBS1 A
THBS2 |

A"

VEGFA
VEGFB
VEGFC
VEGFD
VEGFR1
VEGFR2
VEGFR3
FGF1
FGF2
FGFR1
FGFR2
PIBK
AKT
mTOR
RAS
RAF
MEK
ERK
MMP2
MMP9
TIMP1
PLAU
PAI
eNOS
HSP90
HIF1A
PDGF-A
PDGF-B
PDGF-C
PDGF-D
PDGFR-A
PDGFR-B
PDGFR-L
ANGPT1
ANGPT2
TIE1
TIE2

Tableau 21 : Expression des génes de la voie de I'angiogenése dans les adénocarcinomes pulmonaires
ovins et humains.
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IV. Discussion

L’objectif de I'étude était d’analyser les profils d’expression des génes impliqués dans les mécanismes
de transformation potentiels des cellules tumorales induisant des Iésions Iépidiques et dans la dissémination
des cellules tumorales au sein de l'organisme, c'est-a-dire les voies BMI1, NOTCH, Hedgehog, WNT, de
I'angiogenése et de la lymphangiogenése. Pour cela, nous avons réalisé des puces transcriptomiques sur des

tumeurs lépidiques humaines et ovines.

L’analyse de ces puces humaines et ovines a permis de metire en évidence de nombreuses
dérégulations dans I'expression globale des genes et a permis de différencier les échantillons tumoraux des
échantillons normaux lors du clustering des échantillons pulmonaires en fonction de I'expression de leurs
génes. Chez le mouton, 23 et 19% des génes surexprimés appartenaient aux voies de l'inflammation et du
métabolisme cellulaire et 15% des génes sous exprimés appartenaient a la voie de I'adhésion cellulaire.
L'inflammation et I'augmentation ou le changement de métabolisme cellulaire font partis des caractéristiques
des cancers comprenant entre autre, l'angiogenése ou limmortalitt des cellules tumorales (198).
L'inflammation, en situation non cancéreuse, est un moyen de défense face a des agressions extérieures telles
que la présence d’un pathogene ou d’'un traumatisme et ne perdure que le temps de I'élimination du pathogéne
ou du traumatisme. Les cancers, au contraire, activent I'inflammation et celle-ci persiste permettant la sécrétion
de cytokines et de facteurs de croissance favorisant le développement des cancers (357). Ceci a également été
observé dans les cancers pulmonaires (99). Une augmentation ou un changement de métabolisme des cellules
tumorales peut étre déterminant pour I'activation ou non de langiogenése tumorale (6). Ainsi, cette
augmentation de I'expression des génes impliqués dans l'inflammation et dans le métabolisme des cellules
tumorales est cohérente avec le cancer pulmonaire ovin. Bien que I'adénocarcinome pulmonaire ovin ne se
dissémine pas en dehors du poumon, il a la capacité de I'envahir entierement (353). Cela ne peut se faire que
si les cellules épithéliales tumorales perdent leur capacité d’adhésion entre elles et a la membrane basale
soutenant I'épithélium pulmonaire (551). La diminution de I'expression des genes impliqués dans I'adhésion
cellulaire expliquerait cette invasion des cellules tumorales dans le poumon. Chez 'homme, des dérégulations
de l'expression des génes intervenant dans les mouvements cellulaires, les cancers, les interactions et

mouvements entre cellules sont également en cohérence avec le cancer pulmonaire Iépidique.

Lors de l'analyse détaillée des voies de signalisation BMI1, NOTCH, Hedgehog, WNT et de
I'angiogenése dans les adénocarcinomes |épidiques humains et animaux, nous avons mis en évidence de
nombreuses dérégulations dans I'expression des génes entre tumeurs et poumons normaux. Chez le mouton,
I'expression des génes dans les AECII dérivées de poumons tumoraux ovins a montré que plus de la moitié
des génes avaient une régulation de I'expression identique avec les poumons tumoraux. Ceci indique une
régulation de I'expression spécifique des AECII pour ces genes. Chez 'homme, en plus de I'analyse des
adénocarcinomes de type lépidiques, nous avons également analysé les dérégulations de I'expression des

génes au sein de zones tumorales de type papillaire. Lors du clustering des échantillons par I'expression des
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génes, il a été possible de classer les échantillons entre normal et tumoral mais il a été impossible de faire la
différence entre échantillons Iépidiques et papillaires. De plus, lors de I'analyse des voies de signalisation BMI1,
NOTCH, Hedgehog, WNT et de I'angiogenése, environ la moitié des génes avaient une régulation identique
entre échantillons Iépidiques et papillaires. Les tumeurs pulmonaires humaines utilisées pour I'analyse du
transcriptome étaient des adénocarcinomes lépidiques prédominants présentant également des zones
papillaires et n’étaient pas des adénocarcinomes papillaires. Il est possible que ce soit la raison du peu de
différence dans I'expression des génes entre zones lépidiques et papillaires. En dehors des adénocarcinomes
lépidiques, les autres cancers pulmonaires forment des métastases (68). Les tumeurs analysées n'étaient pas
métastatiques expliquant pourquoi I'expression des génes de la voie de I'angiogenése était peu différente entre

les deux sous-types d’adénocarcinomes.

Ce travail s'inscrit de fagon inédite dans un modéle de pathologie comparée entre les deux tumeurs
|épidiques humaines et animales. Ainsi, une comparaison des régulations de I'expression des génes entre ces
adénocarcinomes a été réalisée. Lors de la comparaison de 'expression des genes des voies de signalisation,
5/8 avaient une expression identique entre tumeurs humaines et ovines pour la voie BMI1, 7/20 avaient une
expression identique pour la voie Hedgehog, 19/41 avaient une expression identique pour la voie NOTCH,
24/55 avaient une expression identique pour la voie WNT, 20/38 avaient une régulation identique pour la voie
de I'angiogenése. Trente-sept de ces génes sur soixante-quinze ayant une régulation identique entre tumeurs
humaines et ovines étaient stables. De par leur stabilité dans les adénocarcinomes |épidiques humains et
ovins, ces génes, comme ceux n‘ayant pas les mémes régulations, ne semblent pas étre responsables
spécifiquement des Iésions Iépidiques. Au contraire, les trente-huit génes ayant des régulations identiques sont

particulierement intéressants dans le contexte de la pathologie cancéreuse.

La voie BMI1 active la transition épithélio-mésenchymateuse et I'invasion des cellules par l'inhibition
de CDH1. Dans les adénocarcinomes lépidiques, CDH1 était surexprimé et I'un de ces inhibiteurs, SNAI2 était
sous exprimé. Dans des lignées de cancers pulmonaires, une forte expression de CDH1 indique un phénotype
épithélial et une forte expression de SNAI2, un phénotype mésenchymateux (13). Dans les adénocarcinomes
lépidiques humains et ovins, la forte expression de CDH1 et la faible expression de SNAI2 indique qu'il n'y
aurait pas eu de transition épithélio-mésenchymateuse et que les cellules tumorales seraient de phénotype
épithélial et non mésenchymateux. Ceci ne favorise pas linvasion des cellules tumorales a travers la
membrane basale. Les régulations des genes de cette voie sont cohérentes avec les adénocarcinomes

|épidiques.

L’analyse de la voie Hedgehog dans les cancers Iépidiques était particulierement intéressante car une
augmentation de I'expression protéique de Sonic Hedgehog était corrélée a des tumeurs pulmonaires de type
lépidiques et a des tumeurs pulmonaires mutées pour EGFR sur une cohorte de 166 adénocarcinomes (261).
Lors de l'analyse des transcriptomes humains et ovins, il était difficile de voir une régulation franche, c’est-a-

dire une sur ou sous expression des génes de la voie, dans les deux cancers Iépidiques. En effet, chez le
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mouton, SHH était sous exprimé et chez 'homme, SHH était stable et les autres ligands Hedgehog, IHH et
DHH étaient surexprimés ; I'expression de I'activateur GLI1 était inconnue. De plus, la plupart des génes ayant
une régulation de I'expression identique entre mouton et homme étaient stables. Les trois autres génes, SMO,
GLI3 et FOXF1, étaient sous exprimés. La surexpression ou des mutations activatrices de SMO sont
responsables des cancers (517). Se faisant, SMO a été la premiére cible thérapeutique et des inhibiteurs de
SMO ont été testés chez 'homme (431). Ici, SMO était sous exprimé remettant en question l'utilisation de ces
thérapies dans les adénocarcinomes Iépidiques. GLI3 est un répresseur transcriptionel de la voie Hedgehog, sa
sous expression n'est pas a lui seul un indicateur de l'activation de la voie, a la différence de GLI1 (261).
FOXF1, un des genes cibles de la voie Hedgehog, est exprimé dans plus de 70% des cancers pulmonaires non
a petites cellules et son expression est corrélée a la présence de métastases dans les ganglions lymphatiques
(182). L'expression de FOXF1 était sous exprimé dans nos données transcriptomiques humaines et ovines,

cette sous expression est cohérente avec les cancers lépidiques non métastatiques.

La voie NOTCH peut avoir un réle oncogénique comme montré dans les leucémies ou un réle de
suppresseur de tumeurs comme montré dans les cancers de la peau (422). L'expression de DLL4, NOTCH1 et
3 dans les cancers pulmonaires non a petites cellules est facteur de mauvais pronostic (141, 200). Un des
génes cibles de la voie NOTCH, HES1 est un répresseur transcriptionel et est impliqué dans la dissémination
des cellules tumorales, les métastases et la résistance aux chimiothérapies (308). Dans nos données
transcriptomiques, une diminution de I'expression de nombreux ligands et récepteurs tels que les ligands JAG1
et 2 et le récepteur NOTCH1 était observé. C'était également le cas pour HES1 indiquant une sous expression
de la voie NOTCH. Ainsi, dans les adénocarcinomes |épidiques ovins, la voie NOTCH ne semble pas activée.
Chez I'nomme, globalement, moins de génes étaient sous exprimés mais DLL4, JAG2 et NOTCH1 I'étaient,
comme dans les tumeurs ovines. Au contraire, NOTCH3 et HES1 étaient surexprimés indiquant un potentiel
réle de ce récepteur et de ce répresseur transcriptionel dans le cancer humain qui ne serait pas spécifique du

sous type Iépidique.

La voie WNT permet l'activation de génes impliqués dans divers cancers par la stabilisation de
CTNNB1 qui, a son tour, active des cibles tels que la cycline D et c-MYC, importants pour la prolifération
cellulaire (476). WNT2, WNT3, WNT5A, WNT7A et WNT11 sont surexprimés dans les cancers pulmonaires
non a petites cellules (476). L'un des problémes majeurs dans I'analyse de I'expression des génes de la voie
WNT chez le mouton était le manque de données d'expression des ligands WNT sur les puces
transcriptomiques ne donnant pas assez d’informations pertinentes sur la régulation de leur expression. Il est
donc impossible de comparer les niveaux de régulation des ligands WNT entre les cancers humains et ovins.
Sur les quatre présents dans les données transcriptomiques ovines, WNT6 et WNT10B avaient une régulation
identique entre mouton et zone lépidiques humaines. Chez 'homme, les ligands WNT3, WNT5A, WNT7A et
WNT11 étaient soit stables soit sous exprimés et seul WNT2 était surexprimé comme dans de nombreux
cancers pulmonaires non a petites cellules. Une augmentation de I'expression de nombreux récepteurs FZD est

impliquée dans de nombreux cancers (476). Dans les données transcriptomiques ovines et humaines, le seul
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récepteur FZD7 était sous exprimé chez 'homme comme chez le mouton. Dans les cancers, dont les cancers
pulmonaires, c’est 'augmentation de I'expression de FZD7 et par son intermédiaire I'activation de la voie WNT
qui est responsable de la prolifération des cellules cancéreuses (263). Il ne semble donc pas que FZD7 ait un
réle dans les cancers pulmonaires |épidiques humains et ovins. De fagon intéressante, CTNNB1, le facteur de
transcription permettant la transcription des génes cibles de la voie WNT est surexprimé aussi bien dans les
cancers lépidiques humains qu'ovins. Le role de CTNNB1 dans les cancers pulmonaires peut étre double. En
effet, dans de nombreux cancers pulmonaires, une augmentation de I'expression de CTNNB1 permet
I'augmentation de la prolifération des cellules tumorales mais parfois une perte d'expression de CTNNB1 est
associée a une croissance tumorale (197, 476). L’'accumulation de CTNNB1 dans les cancers tend a indiquer
une activation de la voie WNT mais il est également important de vérifier sa localisation cellulaire puisque ce
n'est que dans le noyau que CTNNB1 joue son réle de facteur de transcription. Il est difficile d’établir un réle
précis de la présence de CTNNB1 dans les cancers pulmonaires car sa surexpression peut étre ou non de
mauvais pronostic pour les patients (161). Cependant, cette augmentation de I'expression de CTNNB1
confirme ce qui avait été observé dans les tumeurs pulmonaires murines induites par JSRV ol une

augmentation de CTNNB1 avait été observée (516).

L’adénocarcinome pulmonaire ovin et l'adénocarcinome |épidique humain sont deux cancers
pulmonaires non métastatiques. L'angiogenése et la lymphangiogenése jouent un réle déterminant dans la
dissémination des cellules et des métastases ; ainsi connaitre I'état de régulation de I'expression des génes de
ces voies peut nous éclairer sur I'absence de métastases de ces deux cancers. Chez le mouton, de nombreux
génes de la voie VEGF étaient sous exprimés dont les deux plus importants pour I'angiogenése, VEGFA et
VEGFR2. Lorsque ces deux génes ne sont pas exprimés, I'angiogenése n’est pas activée (282). Le géne
HIF1a, facteur de transcription activant I'expression de VEGFA, est surexprimée dans les poumons tumoraux
indiquant la présence d’une hypoxie cellulaire et pourtant HIF1a ne semble pas activer 'expression de VEGFA.
La régulation d’'HIF 1a se fait au niveau protéique avec stabilisation de la protéine en cas d’hypoxie et envoie de
la protéine vers le protéasome en condition normale (403). Il est possible que I'augmentation des messagers
dans les tissus tumoraux ne soit pas une indication de la présence de la protéine dans ces tissus pulmonaires
tumoraux. Chez 'homme comme chez le mouton, les couples ligands récepteurs VEGF activateurs de la
lymphangiogenése, VEGFC et VEGFD/VEGFR3 étaient sous exprimés. Ces couples sont essentiels pour
I'activation de la lymphangiogenése tumorale (564). Ainsi, avec ces données d’expression, nous avons un
premier indice quant a la raison de I'absence de métastases extra-thoraciques dans les adénocarcinomes
lépidiques. De plus, parmi les voies annexes activatrices de I'angiogenése, les génes de la voie ANGPT/TIE
étaient sous exprimés n’indiquant aucune compensation par cette voie dans les adénocarcinomes |épidiques.
Cette voie est habituellement fréquemment sur exprimée dans les cancers pulmonaires non a petites cellules et
la surexpression de ANGPT2, par exemple corréle avec une issue clinique plus défavorable (559). Parmi les
génes ayant une méme régulation entre cancers humains et ovins étaient retrouvés les genes impliqués dans

la dégradation de la matrice extracellulaire permettant la croissance des vaisseaux sanguins en direction de la
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tumeur. Dans les cancers pulmonaires, une surexpression de MMP9 et MMP2 était observée et leur expression
est facteur de mauvais pronostic (153, 454). Dans les adénocarcinomes lépidiques humains et ovins, MMP9
était surexprimé tout comme son inhibiteur TIMP1 mais MMP2 était sous exprimé. L'augmentation de MMP9

est peut étre contrebalancée par 'augmentation de la présence de son inhibiteur TIMP1.

En conclusion de cette analyse, nous avons observé de nombreuses dérégulations dans I'expression
des génes dans les adénocarcinomes lépidiques humains et ovins. L’analyse en détail de I'expression des
genes des voies NOTCH, WNT et Hedgehog ont mis en évidence des régulations similaires dans 'expression
de certains génes de ces voies indiquant majoritairement des sous expressions. Cependant, les nombreuses
différences d’expression des génes de ces voies indique que celles-ci ne sont pas spécifiques des
adénocarcinomes |épidiques. Au contraire, I'analyse de la voie BMI1 et de 'angiogenése a permis d'établir une
premiére hypothése quant a I'absence de métastases extra-thoraciques dans les adénocarcinomes Iépidiques.
En effet, I'expression des génes de la voie BMI1 n’indique pas d'activation de la transition épithélio-
mésenchymateuse et celle de la voie de I'angiogenése et de la lymphangiogenése n’indique pas non plus
d’activation de ces deux voies aussi bien chez 'nomme que chez le mouton. C’est pourquoi nous avons choisi
d’'analyser plus en détail et sur un nombre d’échantillons plus important la voie de I'angiogenése et de la
lymphangiogenése dans les adénocarcinomes lépidiques humains et ovins afin de confirmer les régulations
similaires dans I'expression des génes permettant de valider le potentiel blocage de la voie de I'angiogenese

mis en évidence par I'analyse transcriptomique.
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La voie VEGF/VEGFR impliquée dans I'angiogenése est dérégulée dans

les adénocarcinomes Iépidiques humains et ovins

|. Etat de l’art

Les cancers se développent lors de la dérégulation de processus cellulaires multiples tels que la
résistance a la mort cellulaire, la non réponse aux suppresseurs de croissance et l'inflammation (198).
L’angiogenése et la lymphangiogenése sont deux voies essentielles pour la dissémination des cellules
tumorales de la tumeur primitive aux organes ou elles s'implanteront pour former les métastases.
L’angiogenése est la formation de nouveaux vaisseaux sanguins a partir de vaisseaux sanguins existants et est
un processus hautement régulé (384). Ce mécanisme cellulaire est crucial pour la progression des cancers et
est une cible majeure dans le développement de thérapies anticancéreuses (195). Quand la voie de
I'angiogenése est activée, les cellules cancéreuses communiquent avec les cellules endothéliales par
lintermédiaire de facteurs pro-angiogéniques qui activent la prolifération des cellules endothéliales. L'activation
de l'angiogenese est contrblée par le relargage de nombreux médiateurs intercellulaires par les cellules
cancéreuses. La voie de signalisation principale pour l'activation de I'angiogenése est déclenchée par les
VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) et leur fixation sur les VEGFR. Les ligands VEGFA, B, C et D sont
sécrétés par les cellules cancéreuses et leurs récepteurs, VEGFR1, R2 et R3 sont exprimés a la surface des
cellules endothéliales (465). La fixation des ligands VEGF sur leurs récepteurs VEGFR induit la dimérisation,
I'autophosphorylation de ces récepteurs et I'activation d’'une cascade de phosphorylation aboutissant a la
prolifération et la migration des cellules endothéliales (465). VEGFA a été le premier ligand VEGF identifié et il
est exprimé par de nombreux types de cellules, y compris dans les cancers (9). VEGFA est I'activateur principal
de I'angiogeneése ; ainsi le couple ligand/récepteur VEGFA/NVEGFR2 est clé pour I'activation de 'angiogenése
(282). VEGFA stimule la croissance du réseau vasculaire qui permet la croissance cellulaire et est souvent
surexprimé dans les cancers (9). La lymphangiogenése participe a la dissémination des cellules cancéreuses
par I'activation de la croissance des vaisseaux lymphatiques lors de l'interaction entre les ligands VEGFC et
VEGFD et leur récepteur VEGFR3 exprimé a la surface des cellules endothéliales lymphatiques. VEGFC et
VEGFD peuvent également activer 'angiogenése par l'intermédiaire de leur fixation sur VEGFR2 (564). Les
NRP1 et 2 (Neuropiline 1 et 2), deux corécepteurs des VEGFR, permettent la potentialisation de la fixation
entre les ligands VEGF et leurs récepteurs (425). La dégradation de la matrice extracellulaire est essentielle
pour la croissance et la progression des cancers par I'intermédiaire d’activités protéolytiques qui facilitent la
croissance ou la dissémination des vaisseaux sanguins et lymphatiques au sein des tumeurs primaires (384).
L'activité des protéases dégradant la matrice extracellulaire est trés controlée en conditions normales. En
situation cancéreuse, les cellules ont la capacité d'activer les activités protéolytiques de PLAU (Plasminogen
Activator Urokinase), MMP (Matrix Metallopeptidase) 2 et 9, impliquées dans la dégradation de la matrice

extracellulaire pendant le processus dinvasion des cellules cancéreuses et I'angiogenese (130, 351).
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SERPINE1 (Serpin family E member 1) et TIMP1 (Tissue Inhibitor of MetalloProteinase 1) sont les inhibiteurs
de PLAU et de MMP9 respectivement. D'autres voies de signalisation sont impliquées dans la régulation de
I'angiogenése telles que la voie FGF contrblée par les ligands FGF (Fibroblast Growth Factor) et leurs

récepteurs (62).

L’adénocarcinome pulmonaire ovin est un cancer pulmonaire viro-induit touchant les moutons et les
chévres. Le B-rétrovirus JSRV (Jaagsiekte Sheep RetroVirus), responsable du cancer, est transmis par les
aérosols, le lait, le colostrum et in utero (110, 190). JSRV infecte et transforme les cellules par 'intermédiaire de
son enveloppe portant les propriétés oncogéniques du virus. JSRV transforme les cellules épithéliales du
poumon profond, c'est-a-dire, les cellules épithéliales alvéolaires de type Il dans les alvéoles et les cellules
Club dans les bronchioles. L'adénocarcinome pulmonaire ovin est cliniquement, radiologiquement et
histologiquement similaire a I'adénocarcinome Iépidique prédominant de type pneumonique (132, 349, 353).
Les lésions Iépidiques consistent en la prolifération des cellules tumorales le long de la paroi alvéolaire sans
destruction de [larchitecture alvéolaire et sans invasion stromale, pleurale ou vasculaire. Les
adénocarcinomes lépidiques prédominants touchent plus les non-fumeurs, les femmes et les patients jeunes
que les autres types de cancers pulmonaires (59). Ce sont des cancers a croissance lente et, comme les
adénocarcinomes pulmonaires ovins, les métastases sont rares. La plupart des cancers pulmonaires sont
invasifs (111) et 'activation de I'angiogenése dans ces cancers est associée a un mauvais pronostic (446).
Ainsi, 'absence de métastases dans les adénocarcinomes lépidiques ovins et humains nous a amené a étudier

la voie de I'angiogenése dans ces deux cancers.

Nos résultats ont montré une sous expression des génes clés de I'angiogenése dans les cancers
pulmonaires ovins induits par JSRV. Aucune expression protéique n'a été observée pour le ligand VEGFA et
son récepteur VEGFR2 dans ces cancers et I'expression en ARNm des génes VEGFB et VEGFD était
significativement réduite. L'expression de l'inhibiteur des métalloprotéases TIMP1 était augmentée. Dans les
adénocarcinomes Iépidiques prédominants humains, des résultats similaires ont été observés avec une faible
expression protéique de VEGFA et I'absence d’expression de son récepteur VEGFR2. L'expression en ARNm
de VEGFD, FGF2, MMP2, NRP1 et NRP2 était diminuée dans les adénocarcinomes Iépidiques prédominants
par rapport aux poumons normaux. La sous expression des genes clés de I'angiogenése pourrait contribuer au
contréle de l'invasion extra-thoracique des cellules cancéreuses dans les adénocarcinomes Iépidiques humains

et ovins.
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Abstract

JSRV (Jaagsiekte Sheep Retrovirus) is a retrovirus inducing a transmissible lung adenocarcinoma in sheep and
goats with predominantly lepidic lesions. This naturally occurring lung cancer in large animals shares many
features with human pneumonic-type lung adenocarcinomas with predominant lepidic growth. The metastatic
spread is rare in both the human and animal cancers. This unique feature prompted us to decipher the
angiogenesis pathway in these cancers. We focused on the levels of mRNAs and proteins of genes implicated
in the extension of JSRV-induced lung adenocarcinomas by studying their expression in lung cancers (n=10)
and normal lungs (n=10) and in primary epithelial alveolar type Il cells derived from cancers (n=10) or normal
lungs (n=6). In parallel we evaluated the levels of expression of key genes in lung tissues collected from lepidic
(n=13) or papillary (n=5) adenocarcinomas and, when available, adjacent normal lungs (n=11). We measured
the expression of the same key genes implicated in angiogenesis, lymphangiogenesis and degradation of the
extracellular matrix. In animal lepidic adenocarcinomas, VEGFR2 and VEGFD mRNAs were downregulated in
cancers; MMP9, TIMP1 and FGFR2 mRNAs were overexpressed as compared to normal lungs. Importantly;
VEGFA and VEGFR2 proteins were not expressed in JSRV-induced cancers. In human lepidic
adenocarcinomas, VEGFA and VEGFR2 mRNAs were weakly expressed and no VEGFR2 protein was
detectable. Downregulation of key angiogenic players may contribute to the control of extrathoracic invasion of

cancer cells in human and ovine pneumonic-type adenocarcinoma with predominant lepidic growth.

Keywords: lung, retrovirus, VEGF, lepidic, PTLA, JSRV
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Introduction

Cancers develop as the result of deregulation of multiple cell processes such as resistance to cell death,
independence from growth suppressors and inflammation (198). Angiogenesis and lymphangiogenesis
mechanisms are involved in the spreading of cancer cells. Angiogenesis is the neo-formation of blood vessels
from pre-existing ones and is a highly-regulated mechanism (384). This cell mechanism is crucial for the
extension of cancers and is a major target for drug development (195). When angiogenic pathways are
activated, cancer cells communicate with endothelial cells through pro-angiogenic factors that activate the
proliferation of endothelial cells. Activation of angiogenesis is controlled by the release of a wide array of
intercellular mediators by cancer cells. The main angiogenesis signaling pathway is triggered by VEGFs
(Vascular Endothelial Growth Factor) and ligation to the VEGF receptors. While VEGFA, B, C and D are
secreted by cancer cells, their receptors VEGFR1, R2 and R3 are expressed at the surface of endothelial cells
(465). Ligands bind to their receptors inducing their dimerization and auto-phosphorylation; the activation of
signal transduction results in endothelial cell survival and expression of genes involved in cell proliferation
(465). VEGFA was the first-identified member of the VEGF family and is expressed by various cell types
including cancer cells (9). VEGFA is the main inducer of angiogenesis and of proliferation and migration of
cancer cells; thereby the VEGFA/VEGFR2 complex is a key player for the activation of angiogenesis (282).
VEGFA stimulates the growth of the vascular network that supports cancer growth and metastasis and is often
up-regulated in cancers (9). On the other hand, lymphangiogenesis participates in dissemination of cancer cell
by its activation of the growth of lymphatic vessels through the interaction of VEGFC or VEGFD ligands with
VEGFR3 receptors expressed at the surface of lymphatic endothelial cells. VEGFC and VEGFD can also
activate angiogenesis through their interaction with VEGFR2 (564). NRP1 and NRP2 (Neuropilin 1 and 2) are
VEGFR co-receptors that potentiate VEGF fixation on VEGFRs (425). Finally, the degradation of the
extracellular matrix is essential for cancer growth and progression through proteolytic activities that facilitate the
growth or spread of new blood and lymphatic vessels into the primary cancer (384). The activity of extracellular
matrix proteases is under tight control in normal conditions but cancer cells are prone to activate the proteolytic
activities of PLAU (Plasminogen Activator Urokinase), MMP (Matrix Metallopeptidase) 2 and 9, involved in
extracellular matrix degradation during cancer invasion process and angiogenesis (130, 351). SERPINE1
(Serpin family E member 1) and TIMP1 (Tissue Inhibitor of MetalloProteinase 1) are inhibitors of PLAU and
MMP9 respectively. Other pathways are implicated in the regulation of angiogenesis such as the FGF pathway
controlled by FGF (Fibroblast Growth Factor) ligands and their receptors (62).

Ovine pulmonary adenocarcinoma is a virally induced lung cancer affecting sheep and goats. The JSRV
(Jaagsiekte Sheep RetroVirus) B-retrovirus responsible for the disease is transmitted by aerosols, milk,
colostrum and in utero (110, 190). JSRV infects and transforms cells through its envelope, carrying the
oncogenic properties. The retrovirus solely transforms epithelial cells from the distal lung namely AECII
(Alveolar Epithelial type Il Cells) in the alveoli and Club cells in the bronchiole. Ovine pulmonary

adenocarcinoma shares striking similarities with human pneumonic-type lung adenocarcinoma (PTLA) with
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predominant lepidic growth (132, 349, 353). This growth pattern refers to the lining of cancer cells along the
alveolar septa without disorganization of the alveolar architecture and with no evidence of stromal, vascular or
pleural invasion. Lepidic adenocarcinomas affects more non-smokers, women and young subjects than other
lung adenocarcinomas (59). These cancers are slow-growing and, as with ovine pulmonary adenocarcinoma,
metastatic spread is rare. This unique feature prompted us to decipher the angiogenesis pathway in the animal
and human lepidic adenocarcinomas especially when considering that most lung cancers in humans are highly

invasive (111) and that the activation of angiogenesis is associated with a poor prognosis (446).

Our data showed that the expression of key genes implicated in angiogenesis were dramatically downregulated
in JSRV-induced lung cancers. Protein expression of VEGFA and of its receptor VEGFR2 was almost abolished
in cancers while VEGFB and VEGFD mRNA expression were significantly reduced. At the same time,
expression of TIMP1, inhibiting the metalloproteinases, was increased. Similarly, VEGFA was weakly
expressed and VEGFR2 was not expressed in human lepidic adenocarcinomas. Moreover, mRNA expression
VEGFD, FGF2 MMP2, NRP1 and NRP2 was decreased in lepidic adenocarcinomas when compared to the
normal lungs. Downregulation of key angiogenic players may contribute to the control of extrathoracic invasion

of cancer cells in lepidic adenocarcinomas both in sheep and humans.

Materials and methods

Biological materials

Ovine pulmonary adenocarcinoma specimens were collected post mortem from twenty-five spontaneously
infected sheep with clinical evidence of lung cancer obtained from flocks in the Southern France and from
twenty-one sheep without clinical signs of cancer obtained from the Corbas slaughterhouse, nearby Lyon
(France) (Table 1). Formal authorization for accessing the facilities was obtained and access was granted under
the supervision of a veterinarian. None of the animals used in this study were engaged in an experimental
protocol. Clinical status was confirmed by the presence of gross lesions and by the detection of JSRV genome
using semi-nested PCR with primers located in env and LTR regions, generated from sequences of field
isolates as previously described (350). All cancer samples were positive for JSRV DNA integration and were
lepidic predominant with papillary subtypes. When possible, primary alveolar epithelial type I cells (AECII) were
derived from the tissues. Seventeen primary AECIIs have been obtained from lung cancers and sixteen from
normal lungs (Table 1). The derived ovine AECII have been phenotypically characterized for the expression of
pro-SP-C and cytokeratin and cultured as previously described (16). As much as possible, we studied the
mRNA and protein expression in lungs and lung-derived AECIIs from the same animals; unfortunately, due to
the limited number of primary cells directly derived from cancer or normal lungs, this was not possible in all

cases. When necessary, we used AECII from other animals from our biobank.
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Table 1: Lung samples from sheep with or without pulmonary adenocarcinomas. Lungs were obtained from

slaughterhouse or flocks with endemic cases of cancers. For these reasons, the data collected were imcomplete. "-":

missing data.
With lesion of pulmonary adenocarcinoma Without lesion
Studied samples Studied samples
# Sex (M/;%]eth) Lung  AECI #  Sex (Mﬁ?h) Lung  AECII
1167 F 60 No Yes 1010 - <6 Yes Yes
1171 F No Yes 1011 - <6 Yes Yes
1220 F No Yes 1045 - ND No Yes
1221 F No Yes 1124 - <6 No Yes
1295 F 72 No Yes 1169 - <1 No Yes
1296 F 24 No Yes 1223 - <6 Yes Yes
1297 F 15 No Yes 1224 - <6 Yes Yes
1298 F 15 No Yes 1472 - <6 No Yes
1468 F No Yes 1486 - <1 No Yes
1481 - - No Yes 1487 - <1 Yes Yes
1482 F - No Yes 1507 - <1 No Yes
2055 - - Yes No 1508 - <1 No Yes
2334 F - Yes No 1823 - <6 Yes No
2335 - - Yes No 1824 - <6 Yes No
2339 M Yes No 1825 - <6 Yes No
2369 F - Yes No 2340 - <6 Yes No
2371 F Yes No 2355 - <6 Yes No
2433 - - Yes Yes 2645 - <6 No Yes
2374 - - No Yes 2649 - <6 No Yes
2434 F 18 Yes No 2650 - <6 No Yes
2436 - - Yes Yes 2652 - <6 No Yes
2479 F Yes No
2528 M No Yes
2529 M No Yes
2585 M 12 No Yes

Human lung specimens from eighteen patients (thirteen lepidic and five papillary adenocarcinomas) and their
associated data were obtained from Cardiobiotec Biobank (CRB-HCL Hospices Civils de Lyon BB-0033-00046),
a center for biological resources authorized by the French Ministry of Social Affairs and Health. All samples
were collected and used in accordance with the ethical rules of the Biobank and in agreement with the French
legislation. All patients signed a written informed consent. When available in the Biobank, adjacent normal lung

was collected and analyzed (Table 2).
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Table 2: Lung samples from human lung adenocarcinomas. ND: not determined (or not known). NA: not
applicable. TNM: Tumor Node Metastasis staging. * Lesions from patient 975 were described as predominantly

lepidic with a contingent of acinar lesions; the TNM was not determined.

Mutation status . Analyzed tissues

# Sex (ytgfs) TNM T':Jailun:
EGFR KRAS BRAF ERBB2 PIK3CA ALK Tumoral  Normal
923  Female 50 T1bNOMO  ND ND ND ND ND ND  Nonmucinous Yes No
974 Male 58 T4NOMO ND ND ND ND ND ND Unspecified Yes No
975  Female 79 * ND ND ND ND ND ND Mucinous Yes No
979  Female 76 ND ND ND ND ND ND ND Unspecified Yes No
1030 Female 53 T1bNOMO  ND ND ND ND ND ND Unspecified Yes No
o 1042 Male 40 T1bNOMO  ND ND ND ND ND ND Unspecified Yes No
E 2363 Male 53 T2bNOMO  ND ND ND ND ND ND Unspecified Yes No
= 2532 Female 66 T1aNOMO - + - - - - Nonmucinous Yes Yes
2533 Male 78 T3NOMO - - + - - - Mucinous Yes Yes
2534 Male 46 T1bNOMO - + - - - - Nonmucinous Yes Yes
2535 Female 76 T1aNOMO - - - - - - Nonmucinous Yes Yes
2537 Male 62 T2aNOMO - ND + - - - Nonmucinous Yes Yes
2538 Male 54 T2bNOMO - + - - - - Mixed Yes Yes
2536  Female 54 T3N2MO - ND + - - - Mucinous Yes Yes
> 2539 Male 61 T3NOMO - ND ND ND ND ND ND Yes Yes
% 2540 Male 61 T3N1MO - ND ND ND ND ND ND No Yes
E 2541 Male 63 T1INOMO - - - - - - ND Yes Yes

o

2542  Female 51 T1INOMO - - + - - - ND Yes Yes
2543  Female 83 T2bN2MO - - + - - ND ND Yes No

Expression of genes involved in angiogenesis, lymphangiogenesis and

degradation extracellular-matrix

Total RNAs from twenty ovine and twenty-nine human lung tissues were extracted using the “RNeasy Plus
Universal Mini” kit (Qiagen) and total RNAs from ovine primary AECII (n=16) were extracted using the “PureLink
RNA mini” kit and treated with the “Turbo DNA free” kit (Ambion) as recommended. One microgram of total
RNAs was reverse transcribed using the “iScript cDNA synthesis” kit (Biorad) and the cDNAs amplified using
the “KAPA SYBR® FAST Universal gPCR kit” (Clinisciences) in triplicates using a MiniOpticon thermocycler
(Biorad) with an initial denaturation step at 95°C for 3 minutes, followed by 40 cycles of 5s at 95°C and 20s at

60°C. The melting curves were obtained by a temperature increase from 60°C to 95°C with fluorescence
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reading every 0.5°C. The primers for genes coding for ligands (VEGFA, VEGFB, VEGFC, VEGFD, FGF1,
FGF2), receptors (VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3, FGFR1, FGFR2, NRP1, NRP2), peptidases and peptidase
inhibitors (MMP2, MMP9, PLAU, TIMP1, SERPINE1) and reference genes (PPIA, PSMB2, RPS11, YWHAZ)
(supplementary data, table 1) were designed with Primer-BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/) from available GenBank sequences with a primer spanning an exon-exon junction or with forward and
reverse primers into two different exons to avoid interfering amplifications from residual DNA. They allowed the
amplification of small fragments from 100 to 200bp. Primer efficiency was tested and validated for each primer

set using a five-point dilution series of cDNA. All primer efficiency was between 95% and 110%.

Three reference genes (Table 1 in Supporting Information) have been selected to normalize expression of the
genes of interest. Their stability had been evaluated with the geNorm software (514). The PPIA, PSMB2 and
YWHAZ genes have been selected as the most stable reference genes for ovine RNAs, and PPIA, PSMB2 and
RPS11 as the most stable ones for human RNAs (Table 1 in Supporting Information). All three genes for each
species were used for the normalization. Normalized relative expression levels were calculated with the 2-24Cq
method (409).

Viral quantification of JSRV in lungs and AECII

JSRV RNAs were extracted, reversed transcribed and amplified as described in the previous paragraph. JSRV
RNAs were quantified by RT-gPCR using primers specific of the exogenous JSRV, located at the end of the env
gene (forward primer 5- GAGTTGAAATGCTGCATATG -3') and the LTR (reverse primer 5-
GGATTCTTACACAATCACC -3') used to amplify a 287 bp amplicon (350). Primer efficiency was validated. A
standard curve has been generated with known number of DNA copies of the target deleted of 50 bp cloned in
a pCR2.1 plasmid (Thermofisher). The standard curve and the mRNA samples to be tested were amplified
using the “KAPA SYBR® FAST Universal gPCR kit” (Clinisciences). JSRV RNA loads were expressed as the
number of viral RNA per ng of total RNA.

Analysis of VEGFA and VEGFR2 protein expression

Total proteins were extracted from ovine and human lung tissues and ovine primary cells. Prior to extraction,
lung tissues were dissociated in T-PER lysis buffer (ThermoScientific) using the "FastPrep" device (MP
Biomedicals) as recommended. After an incubation of 30 minutes on ice, lysates were disrupted by four
sonication cycles for 20 seconds at 300 W (Bioblock, Fisher Scientific). Supernatants were collected by
centrifugation, and their protein contents quantified using the "Quick Start TM Bradford 1X Dye Reagent" kit
(Biorad) as recommended. After heat denaturation, 15-20 ug of total proteins were separated by electrophoretic
migration on SDS-PAGE and transferred onto a nitrocellulose membrane. The membranes were pre-incubated
with TBST-milk (25 mM Tris pH 7.6; 0.15 M NaCl; 0.05% Tween 20, 5% non-fat dry milk) for 1 hour at room

temperature. After three washes in TBST, membranes were incubated overnight at 4°C with specific antibodies.

127



The VEGFA and VEGFR2 proteins were detected with a 1/500 dilution in TBST-milk of rabbit anti-VEGFA
antibodies (ab46154, Abcam) and of rabbit anti-VEGFR2 antibodies (ab39256, Abcam). After three washes with
TBST, membranes were incubated for 1 hour at room temperature with a 1/10000 dilution of anti-rabbit IgG
(whole molecule)-peroxidase antibodies (A0545, Sigma). Detection of B-actin (A3854, Sigma) was performed as
a loading control. Immunoreactive bands were detected using the SuperSignal West Pico reagent
(Thermofisher). Detection of VEGFA and VEGFR2 was repeated three times and the protein expression was
semi-quantified by densitometry using the image processing software UN-SCAN-IT™ (Silk Scientific

Corporation).
Statistical analysis

Statistical analyses were performed using Wilcoxon, Student or Welsh tests using R software (https://www.R-

project.org). All tests were done with a significance threshold of 0.05.

Results

The VEGF pathway is downregulated in JSRV-induced adenocarcinomas

We analyzed the levels of mRNA expression of VEGFA using RT-qPCR and its protein expression by Western
blot in normal lungs, cancers, and lung-derived AECII. The level of VEGFA mRNA was not significantly altered
in JSRV-induced cancers or derived-AECII when compared to normal samples (Fig 1). Interestingly, the
expression of VEGFA protein was abolished in most cancers (90%), while the protein was expressed in 80%
normal lungs (Figs 2A and 2C). AECII derived from normal lungs or cancers both expressed VEGFA at a similar

level (Figs 2B and 2C), suggesting an effect of cell culture condition on VEGFA expression.

The mRNA expression of VEGFR2, the main receptor of VEGFA, was significantly reduced in cancers as
compared to normal lungs and undetectable in AECII derived from cancers or normal lungs (Fig 1). Correlating
with the decrease of mMRNA expression, VEGFR2 proteins were undetectable in cancers but present in 80% of
normal lungs (Figs 2A and 2C). VEGFR2 protein expression was null in primary AECII derived from normal
lungs or cancers (Fig 2B). These results highlight the loss of expression of VEGFA and of its main receptor

VEGFR2 in JSRV-induced pulmonary adenocarcinomas.

We measured mRNA expression of VEGFB, VEGFC, VEGFD ligands, of their receptors VEGFR1, VEGFR3
and of their coreceptors NRP1 and NRP2. Except for the expression of VEGFD, which was significantly
reduced in JSRV-induced adenocarcinomas, none of the other genes were differentially expressed in cancers
(Fig 3). Expression of VEGFB and VEGFC was low to undetectable in most tested tissues (Fig 3A). Expression
of the VEGFR1 and VEGFR3 receptors (Fig 3B) and NRP1 and NRP2 (data not shown) was not modified in
JSRV-induced cancers when compared to normal lungs. Expression of VEGFB mRNA was significantly

reduced by 2.5-fold in primary AECII derived from cancers as compared to cells derived from normal lungs and
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VEGFC expression was downregulated in cancer AECIl (p-value at 0.056). These results indicate that
expression of genes involved in lymphangiogenesis was altered in JSRV-induced lung cancers with VEGFC

and VEGFD under-expressed in cancers as compared to normal lungs.

Expression of genes from the FGF pathway is unchanged in ovine pulmonary

adenocarcinoma except for the overexpression of FGFR2 mRNA.

We analyzed the expression of genes involved in the FGF pathway by quantification of mRNA expression of the
FGF1 and FGF2 ligands and of their receptors (FGFR1 and FGFR2) in lungs and primary AECII. No difference
of mRNA expression was measured for FGF1, FGF2 and FGFR1 between normal lungs and cancers (Fig 4).
FGFR2 mRNAs were over-expressed in cancers when compared to normal lungs (Fig 4B). These results
highlight that the FGF pathway was unchanged in ovine pulmonary adenocarcinoma except for the over-

expression of FGFR2.
The metalloprotease/ antiprotease pathway is impaired in JSRV- induced cancers

Degradation of the extracellular matrix is an important step for cancer extension. Among key genes, mRNA
expression of MMP2, MMP9 and PLAU peptidases and TIMP1 and SERPINE1 peptidase inhibitors has been
measured in lungs and AECIIs (Fig 5). No difference in mRNA levels was evidenced in cancers when compared
to normal lungs for MMP2 metalloproteinase, PLAU or its inhibitor SERPINE1 (Fig 5A and 5B). No expression
of MMP9 was observed in normal samples and only four cancers expressed this gene (Fig 5A). Interestingly,
TIMP1, one of the metallopeptidase inhibitors, was significantly over-expressed in cancers as compared to
normal lungs (Fig 5B). Expression of MMP2 and MMP9 metalloproteinases was retained in primary normal
AECII (Fig 5A). These results suggested that in JSRV-induced lung adenocarcinomas, mRNA expression of
MMP2 and MMP9 was reduced in cancer-derived AECII, while not statistically significant, compared to AECII
derived from normal lungs. We showed that metalloproteinases able to enhance cell migration by degrading the
extracellular matrix were not overexpressed in cancer except for MMP9 and that the expression of TIMP1, one
of their inhibitors, was increased suggesting a blockade of this pathway leading to the degradation of the

extracellular matrix.

JSRV viral load was analyzed by RT-gPCR (Fig 6). Levels of expression of the different ligands and receptor
did not correlate with JSRV viral load suggesting that the observed deregulation is part of the tumoral process
induced by JSRV but are not directly linked to the retroviral load (data not shown).

Dysregulation of the expression of genes implicated in angiogenesis in human
lepidic adenocarcinomas

We evaluated the levels of expression of key genes in lung tissues collected from lepidic or papillary

adenocarcinomas and when available adjacent, non-tumoral lungs from the same patients. Unlike JSRV-
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induced adenocarcinomas, mRNAs (Fig 7A) and proteins (Fig 7B) of VEGFA were expressed in human lepidic
adenocarcinomas but at very low levels in cancers and in their normal counterparts. VEGFA protein expression
was detected in 6/13 lepidic adenocarcinomas, 3/5 papillary adenocarcinoma and 9/11 normal lungs. We did
not detect differences in the levels of VEGFA mRNAs or proteins between lepidic and papillary

adenocarcinomas (Fig 7).

Interestingly, we detected a weak expression (not significant) of VEGFR2, the main VEGFA receptor, in lepidic
and papillary samples compared to normal tissues (Fig 7). No VEGFR2 protein was detected in lepidic, papillary
and normal lung samples (Fig 7). The low mRNA expression of VEGFA and the absence of expression of

VEGFR2 in lepidic adenocarcinomas suggested the lack of activation of the angiogenic pathway.

The expression of VEGFD and FGF2 mRNAs was significantly downregulated in lepidic and papillary
adenocarcinomas when compared to adjacent normal lung tissues (Fig 8). Interestingly, mRNA expression of
the MMP2, NRP1 and NRP2 genes was lower (but not significantly) in lepidic adenocarcinomas when
compared to the normal tissues of the same patients (Fig 8). The same results were observed in papillary
samples with MMP2 mRNA expression significantly lowered in papillary-type cancers when compared to normal
lungs (Fig 8). Every other gene analyzed in JSRV induced adenocarcinoma was analyzed in human

adenocarcinomas; their expression was not different in cancers and normal lungs (data not shown).

Taking all together, this study showed the absence of significant over-expression of genes implicated in
metastasis and/or degradation of the extracellular matrix. On the contrary, we observed decreased mRNA
expression of VEGFD, FGF2 and MMP2 and the absence of VEGFR2 proteins in human lepidic

adenocarcinomas.
Discussion

Lung cancer is not a unique disease and can be divided according to different pathological types and subtypes
(507); they may evolve differently in patients and this does influence prognosis and treatment. Most animal
models of lung cancers are developed in small rodent. Our work focused on ovine pulmonary adenocarcinoma,
a virally-induced lung cancer in large animals, as a model of human lepidic adenocarcinomas with pneumonic
presentation. Both cancers share clinical, radiological and pathological similarities (353). Predominantly lepidic
pulmonary adenocarcinomas are characterized by their development into the lung parenchyma without
evidence of stromal, vascular or pleural invasion (353). Recently, a transgenic mouse model with a JSRV-env
transgene was developed and exhibited spontaneous lung adenocarcinomas with a metastatic phenotype (86).
These lung cancers were associated with epithelial-mesenchymal transition gene expression regulation. Our
work focused on naturally induced lung lepidic adenocarcinomas in sheep and human, two cancers for which
metastatic spread is rare suggesting that mouse model may not perfectly reproduce the naturally-induced
disease (353).
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Similar to normal tissues, cancers need nutrients, oxygen and a way to evacuate metabolic waste to survive.
These functions rely on blood and lymphatic vessels. In the peculiar context of a limited extra-thoracic extension
of the cancer cells in predominantly lepidic-type adenocarcinomas, we analyzed the expression of genes
involved in angiogenesis, lymphangiogenesis and degradation of the extracellular matrix in order to decipher
this specific feature and we have conducted a comparative study in human and ovine lung cancers. The
analysis of the VEGFA/ VEGFR2 pathway of the main angiogenesis pathway gave some leads to understand
these features. We compared the mRNA expression of the genes of interest in lepidic and in papillary subtypes
of human lung cancers, and when available in adjacent normal lungs from lepidic-type adenocarcinomas. For
the ovine virally-induced adenocarcinomas, we compared tissues from tumors with positive detection of JSRV
genome and JSRV-negative tissues without lesions. When available, we measured the mRNA expression in
primary alveolar epithelial type Il cells, derived from tumoral or normal tissues as previously described (16). We
identified modulations of the mRNA and protein levels of key genes that might participate to the limitation of

extrathoracic metastatic extension in lepidic adenocarcinoma.

We report the absence of VEGFA proteins in JSRV-induced lepidic adenocarcinomas in sheep, while the
mRNA level of VEGFA was maintained and not different in normal lungs and cancers. VEGFA is a key gene
during the development of vessels during organogenesis or cancer. Its expression is highly regulated at the
translational level (18). It has been reported in humans that miRNAs regulated VEGFA expression such as
miRNA-297, miRNA-299, miRNA-567 and miRNA-609 that are able to control its expression by preventing
protein production without inhibition of the transcription (237). The existence and activity of this VEGFA-specific
miRNAs have to be explored in sheep but our data might suggest a similar control in small ruminants.
Interestingly, VEGFA protein expression was restored in primary cultures of AECII derived from both normal
lungs and cancers, proving that these cells retained their potential to produce VEGFA proteins. Our observation
may be simply due to the in vitro conditions used to culture and maintain the cells, conditions that do not strictly
mimic the in vivo cancer environment. The miRNA activity may also be only efficient in the cancer context since
the microenvironment has been reported as an important factor for miRNAs inhibition of VEGFA in pancreatic or

human colon cancers (572).

We analyzed the mRNA expression of VEGFR?2, a key receptor for angiogenesis. Interestingly, we observed a
significant reduction of VEGFR2 mRNA and protein expression in ovine lung cancers as compared to normal
lungs suggesting a negative control of the receptor in JSRV-induced cancers. The VEGFR2 receptor is mainly
present at the surface of the endothelial cells and logically, primary AECII did not expressed the proteins while
the level of mMRNA was low to undetectable. Taken together, without VEGFA and VEGFR2, angiogenesis is not
activated (465). Comparatively, we did not see differences of VEGFA expression in human lepidic
adenocarcinomas. The VEGFR2 protein was absent in lepidic as well as in papillary adenocarcinomas, while
the levels of mRNA stayed very low. To summarize, we showed that the main angiogenesis pathway was
blocked in ovine JSRV-induced tumors with the absence of VEGFA and VEGFR2 proteins. In human cancers,
VEGFA expression was not altered but VEGFR2 was not expressed. Blocking the VEGFA and VEGFR2 might
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contribute to the limitation of extrathoracic dissemination of lepidic adenocarcinomas in humans and animals.
These two proteins, essential for angiogenesis, are targeted by anti-metastasis drugs in various cancers

including lung cancers (195).

Alternative pathways play a role in angiogenesis. We then analyzed the expression of other genes implicated in
angiogenesis, lymphangiogenesis and degradation of the extracellular matrix. Overall, we measured a reduced
expression of VEGFB mRNA in cancer-derived AECII when compared to cells derived from normal lungs. The
expression in tissues was inconstant and low in all cases. Only half of tissues had detectable VEGFB mRNA
expression. VEGFB is a peculiar angiogenesis ligand. It interacts with VEGFR1 but this interaction does not
necessarily activate angiogenesis; the effects of VEGFB vary under specific conditions from induction of
endothelial cell permeability to anti-growth and anti-angiogenic effects (293). Interestingly, the level of VEGFD
mRNAs was lower in cancers than in normal lungs both in human and ovine lepidic adenocarcinomas. A
significant mMRNA down-expression of VEGFC and VEGFD has been reported in human lung adenocarcinomas
(370). In both tumors, the lower expression of VEGFD and the stable expression of VEGFR3 in tumoral tissues
when compared to normal tissues might contribute to the control of metastatic extension of the lepidic

adenocarcinomas.

Aside from the neo-vascularization, tumoral extension necessitates the degradation of the extracellular matrix
by cellular peptidases. We measured mRNAs expression levels of peptidases such as MMP2 and MMP9, PLAU
and of their inhibitors, SERPINE1 and TIMP1. Less than 50% of the JSRV-induced tumors expressed MMP9
mRNA, otherwise absent in normal tissues, suggesting a blocking of this protease. But interestingly TIMP1, an
MMP inhibitor, was strongly expressed in tumors. Besides its inhibitory properties, TIMP1 can block the
response of endothelial cells to angiogenic factors and participate to the inhibition of endothelial cell migration
(236). We hypothesized that even if some tumors expressed MMP9, the expression of TIMP1 should block their

protease function.

The FGF pathway participates to angiogenesis through its action on cancer cell proliferation (511). Our results
showed perturbation of the mRNA expression of FGF2 and FGFR2. The FGFR2 expression is significantly
higher in tumoral lungs than in normal tissues in sheep and the FGF2 ligand is down regulated in human lepidic
tumors. Aside from its role in angiogenesis, FGFR2 has a role on cell proliferation (511). Our results show that
key genes implicated in angiogenesis were impaired during sheep lung tumors and that similar results were

obtained when analyzing this pathway in human lepidic adenocarcinoma.

The ovine pulmonary adenocarcinoma is induced by a retrovirus while the etiology of human lepidic
adenocarcinoma is still unknown although a viral etiology has been questioned for decades (349). Some
oncogenic viruses have the ability to directly activate angiogenesis (528) such as EBV (Epstein Barr Virus),
HPV (human papillomavirus) and HBV (hepatitis b virus) that carry viral proteins with proangiogenic activities

(283, 312, 359). To explore a potential direct effect of JSRV proteins on the mRNA levels of the studied genes,
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we quantified JSRV RNA expression in lungs and AECII of tumoral lungs. We found no correlation between the

level of JSRV expression and the observed deregulation in tumoral tissues and AECII.

We performed similar analyses in lepidic adenocarcinoma and papillary adenocarcinomas. The results were
comparable: VEGFA and VEGFR2 pattern of expression were similar, VEGFD, FGF2 were significantly
downregulated like in lepidic adenocarcinomas and MMP2 was also significantly downregulated. This may be

explained by the non-invasive pattern of the cancers analyzed in our study, as shown by their TNM staging.

Taken together, our results indicate that angiogenesis does not represent a hallmark of human and ovine lepidic
adenocarcinoma with predominant lepidic growth. In humans, lepidic adenocarcinoma is a rare lung cancer with
no extra thoracic extension. We showed that the absence of VEGFA/ VEGR2 activation could presumably
contribute to the control of extra-thoracic spreading of cancer cells in the virally induced cancer in sheep and in

lepidic adenocarcinomas in humans.

The reported benefit of anti-angiogenic agents for the treatment of lung adenocarcinomas at large, may not be
observed in the subset of patients with lepidic adenocarcinomas or at least those with no VEGFA and VEGFR2
expression; patients may then avoid potential toxicities that may occur with those agents, that would not be
delivered if limited benefit is expected. Ultimately, as we shown, JSRV-induced lung adenocarcinoma which
naturally occurs in sheep provides a unique model to help to decipher the specific features of lepidic

adenocarcinomas in humans.
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Fig 1. VEGFA and VEGFR2 mRNA expression in JSRV-induced adenocarcinoma. The mRNA expression
of ovine VEGFA and VEGFR2 was analyzed by RT-qPCR in lung tissues and lung-derived primary AECII from

sheep with or without cancers. Statistical analysis was performed using Wilcoxon test with ** = p<0.005.
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Fig 2. Downregulation of VEGFA and VEGFR2 protein expression in JSRV-induced adenocarcinoma.
Levels of protein expression of VEGFA and VEGFR2 were analyzed by Western blot in lungs (A) and AECII (B).
C. Protein expression of each sample was semi-quantified by densitometry and a ratio [protein of interest/ f3-
actin] was calculated. Statistical analysis was performed using Student t-test or the Wilcoxon test with *** =
p<0.0005.
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Fig 3. Alteration of VEGF/VEGFR mRNA expression in JSRV-induced adenocarcinomas. The mRNA
expression of ligands VEGFB, VEGFC and VEGFD (A), and their receptors VEGFR1 and VEGFR3 (B) were
analyzed by RT-qPCR in lungs and AECII derived from lungs. Statistical analysis was performed using Student

t-test or the Wilcoxon test with * = p<0.05.
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Fig 4. FGF and FGFR mRNA expression in ovine cancers. The mRNA expression of FGF1 and FGF2 (A),
FGFR1 and FGFR2 (B) was quantified by RT-gPCR in lungs and AECII from sheep. Statistical analysis was

performed using Wilcoxon test with **: p<0.005.
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Fig 5. Expression of genes involved in extracellular matrix degradation in JSRV-induced
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quantified by RT-gPCR in lungs and AECIIs. Statistical analysis was performed using Wilcoxon test with *:

p<0.05.
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Supporting information

Table 1: Primers for detecting mRNAs in human and sheep
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lll. U'inducteur de VEGFA, HIF1a, est surexprimé dans les

adénocarcinomes pulmonaires ovins

Afin de comprendre le blocage de I'expression de VEGFA dans les adénocarcinomes pulmonaires
ovins, nous avons analysé par RT-gPCR l'expression du facteur de transcription HIF1a, responsable de
I'activation de 'expression de ce ligand. HIF1a était surexprimé dans les poumons tumoraux ovins et ne I'était
pas dans les AECII dérivées de poumons tumoraux par rapport a leur contrepartie normale (Figure 39A).
Aucune différence significative n’a été observée dans I'expression d'HIF1a entre les poumons normaux et les

adénocarcinomes pulmonaires humains (Figure 39B).

A. Mouton
Pouson || AECH
— | HIFA :

e
g = :
Lo H
o H
£ | -
- H
- ! —
= : :
g !
=) p——————
=
E =
z
= | I—
=9 —_—
& |

W i

[ =]

[ =]

[=]

T T
NORMAL TUMMORAL MNORMAL TuMORAL

{H=10) {N=10) [n=E) (n=10)
B. Homme
HIF1A

g .
E
=
o
L4
w
_E (=1
-
5
a2
E
-3 T
= L=
5 :
= :
ez
3
wo

e |

(=1

T T T
MoRMAL LEPIDICIE PAPILLAIRE
(w=11) (=13} [n=5)

Figure 39 : HIF1a est surexprimé dans les adénocarcinomes pulmonaires ovins.

L'expression de HIF1a a été analysée par RT-gPCR dans A. des adénocarcinomes pulmonaires ovins et des
AECII dérivées de poumons tumoraux et normaux et B. dans les adénocarcinomes |épidiques, papillaires et
dans leurs contreparties normales. L'expression des échantillons a été normalisée par trois genes de référence.
Les analyses statistiques ont été réalisées avec le test de Wilcoxon avec *=p<0.05.
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IV.Discussion

L’adénocarcinome pulmonaire ovin et 'adénocarcinome lépidique humain sont deux cancers de type
pneumonique ; le cancer ovin viro-induit servant de modéle animal au cancer humain de par ses similarités
cliniques, radiologiques et pathologiques (353). Ces deux cancers forment des Iésions histologiques de type
lépidiques, c'est-a-dire qu'ils sont caractérisés par la prolifération des cellules tumorales dans le parenchyme
pulmonaire sans invasion stromale, pleurale ou vasculaire et avec un rare développement de métastases (353).
Récemment, un modéle transgénique de souris exprimant I'enveloppe de JSRV a été développé (86). Ces
souris développaient des adénocarcinomes pulmonaires spontanés avec un phénotype métastatique. Ces
adénocarcinomes étaient associés a I'activation de la transition épithélio-mésenchymateuse. Notre travail s'est
concentré sur les adénocarcinomes lépidiques humains et ovins naturellement induits, deux cancers ou les

métastases sont rares suggérant que le modele souris ne reproduit pas parfaitement la maladie.

Les cancers comme les tissus normaux ont besoin de nutriments, d’oxygéne et d'un moyen d'évacuer leurs
déchets pour survivre. Ces fonctions sont assurées par l'angiogenése et la lymphangiogenése. Ces voies
permettent également la dissémination des cellules tumorales au sein de l'organisme. Dans un contexte de
cancers non métastatiques, notre travail avait pour objectif d’analyser I'expression des génes des voies de
I'angiogenése et de la lymphangiogenése dans les deux cancers de type pneumonique, I'adénocarcinome
pulmonaire ovin et 'adénocarcinome Iépidique humain. Premiérement, I'analyse par puce transcriptomique de
I'expression des génes nous avait permis d’établir une hypothése: l'absence de métastases dans
I'adénocarcinome pulmonaire ovin et 'adénocarcinome Iépidique humain est dii & un blocage des voies de
I'angiogenése et de la lymphangiogenése. En effet, 'expression des génes clés de I'angiogenese et de la
lymphangiogenése était diminuée dans les échantillons tumoraux par rapport aux échantillons normaux. Ici,
nous avons validé I'expression des génes par RT-gPCR dans des poumons ovins tumoraux et normaux, dans
des AECII dérivées de poumons ovins normaux et tumoraux, dans des tumeurs pulmonaires humaines de type
lépidique ou papillaire et dans leurs contreparties non tumorales. Les protéines VEGFA et VEGFR2,
indispensables a I'activation de I'angiogenése, ont été analysée par Western blot dans ces mémes échantillons.
Nous avons identifi¢ des modulations de la quantitt des ARNm et des protéines de génes clés dans la
régulation de l'angiogenése et de la lymphangiogenése participant a la limitation des métastases dans les

adénocarcinomes lépidiques humains et ovins.

Nous avons tout d’abord montré I'absence du ligand VEGFA dans les adénocarcinomes induits par JSRV
chez le mouton bien que les niveaux en ARNm ne soient pas différents entre les poumons tumoraux et
normaux. VEGFA est un ligand clé dans I'activation de I'angiogenése pendant le développement embryonnaire
et les cancers. De par l'importance de ce ligand, VEGFA est hautement régulé, du niveau transcriptionnel au
niveau post traductionnel (237). Au niveau transcriptionnel, VEGFA est régulé par HIF1a. L'expression de ce
facteur de transcription est augmentée dans les poumons tumoraux par rapport aux poumons normaux et est

stable dans les AECII. HIF1a est transcrit et traduit puis transloqué dans le noyau sous condition hypoxique afin
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d’activer la transcription de VEGFA (403). Ici, malgré la surexpression d'HIF1a, VEGFA n’est pas surexprimé.
En normoxie, un niveau basal d’expression d’HIF1a est présent mais la protéine est rapidement dégradée par
le protéasome (403). Il est donc possible que I'augmentation des messagers dans les tissus tumoraux ne soit
pas une indication de la présence de la protéine dans ces tissus ce qui expliquerait qu'il n'y ait pas d'activation
de la transcription de VEGFA dans les poumons tumoraux. L'absence de protéine VEGFA dans les poumons
tumoraux sans dérégulation de I'expression des ARNm questionne sur la régulation de I'expression de VEGFA.
Au niveau traductionnel chez 'homme, VEGFA est régulé par des miRNA tels que miRNA-297, miRNA-299,
miRNA-567 et miRNA-609 qui ont la capacité de contrdler I'expression de VEGFA en empéchant la traduction
de son ARNm en protéine mais sans dégradation de 'ARNm (237). L’existence et I'efficacité de ces miRNA
dirigés contre VEGFA devraient étre examinées dans les moutons afin de vérifier si cette régulation est
responsable de I'absence de protéine VEGFA dans les poumons tumoraux. De fagon intéressante, 'expression
de la protéine VEGFA est restaurée dans les cultures de cellules épithéliales alvéolaires de type Il tumorales.
En effet, il n’y a aucune différence dans I'expression protéique de VEGFA dans les AECII dérivées de poumons
tumoraux et normaux. Ce résultat nous indique que les AECII présentes dans les poumons tumoraux ont
toujours la capacité de produire le VEGFA. La restauration de I'expression de VEGFA dans les AECII peut étre
due aux conditions de culture in vitro qui permettent le maintien des cellules primaires mais qui ne permettent
pas de retrouver le poumon en condition in vivo. Le microenvironnement est trés important dans la régulation
des miRNA. La régulation de I'expression de VEGFA par les miRNA en fonction du microenvironnement
tumoral a été montrée dans les cancers pancréatiques ou colorectaux (572). Il est possible que la mise en
culture des cellules primaires perturbe le microenvironnement cellulaire et induise un regain de I'expression de
VEGFA dans les AECII tumorales. Suite a I'analyse du ligand VEGFA, nous avons analysé I'expression en
ARNm et en protéine du récepteur principal de I'angiogenése, VEGFR2. VEGFR?2 était sous exprimé dans les
poumons tumoraux ovins par rapport aux poumons normaux et aucune détection de la protéine VEGFR2 n'a
été observée dans les poumons tumoraux ovins. Le récepteur VEGFR2 est majoritairement retrouvé a la
surface des cellules endothéliales expliquant que I'on ne détecte pas VEGFR2 dans les AECII. En conclusion
de ces résultats, nous avons montré I'absence du ligand VEGFA et du récepteur VEGFR2, le couple
ligand/récepteur principal activateur de I'angiogenése. Sans VEGFA ou VEGFR2, I'angiogenése n'est pas

activée, il semble donc qu’elle soit bloquée dans les adénocarcinomes pulmonaires ovins (465).

Nous avons ensuite réalisé les mémes analyses chez 'homme dans des adénocarcinomes Iépidiques
prédominants, des adénocarcinomes papillaires et leurs contreparties non tumorales. Nous n’avons pas mis en
évidence de différence dans I'expression en ARNm et en protéine de VEGFA dans les adénocarcinomes
humains par rapport aux poumons normaux. Bien qu'aucune différence significative dans I'expression en
ARNm de VEGFR2 n’ait été détectée dans les échantillons humains, le niveau d’expression était faible et
aucune expression en protéine n'a été observée. Le blocage de VEGFR2 peut participer a la limitation de la

dissémination extra-thoracique des adénocarcinomes chez 'homme et le mouton. Ces deux protéines,
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essentielles pour 'angiogenese, sont ciblées par les drogues anti-métastatiques dans de nombreux cancers

dont le cancer du poumon (195).

D'autres voies alternatives jouent des roles dans I'angiogenese. Nous avons analysé I'expression des
autres génes impliqués dans 'angiogenese, la lymphangiogenése et la dégradation de la matrice extracellulaire
dans les cancers ovins et humains. Nous avons observé une diminution de I'expression en ARNm de VEGFB
dans les AECII dérivées de poumons tumoraux comparée a I'expression dans les AECII dérivées de poumons
normaux. L'expression de VEGFB dans les tissus était faible et inconstante avec seulement la moitié des
échantillons exprimant ce géne. VEGFB est un ligand différent de VEGFA, il interagit avec le récepteur
VEGFR1 mais son interaction n'est pas forcément signe de I'activation de I'angiogenése. Les effets de VEGFB
varient en fonction des conditions allant de l'induction de la perméabilité des cellules endothéliales a des effets
anti-angiogéniques (293). Les ligands impliqués dans la lymphangiogenése VEGFC et VEGFD étaient sous
exprimés dans les AECII dérivées de poumons tumoraux et dans les poumons tumoraux respectivement. Bien
que la sous expression de VEGFC ne soit pas significative, une tendance nette a la sous expression était
observée. VEGFD était également sous exprimé dans les tumeurs Iépidiques humaines par rapport aux
poumons normaux. Des sous expressions de VEGFC et VEGFD ont été reportées dans les adénocarcinomes
pulmonaires humains (370). L'expression des récepteurs VEGFR1 et VEGFR3 était stable dans les cancers
ovins et humains. De fagon intéressante, une tendance a la sous expression de VEGFR3 a été observée dans
les poumons tumoraux et comme VEGFR2, VEGFR3 n'était pas exprimé dans les AECII dérivées de poumons
ovins. Ceci est cohérent avec 'expression de VEGFR3 a la surface des cellules endothéliales lymphatiques
(564). Dans les deux tumeurs ovines et humaines, la diminution de I'expression de VEGFD et I'expression
stable de VEGFR3 dans les échantillons tumoraux comparée aux échantillons normaux contribueraient au

contréle de I'extension des métastases dans les adénocarcinomes |épidiques.

En plus de la croissance de nouveaux vaisseaux sanguins et lymphatiques, la dégradation de la matrice
extracellulaire par les métalloprotéases est importante pour l'arrivée des vaisseaux jusqu'a la tumeur. Nous
avons mesuré I'expression des ARNm des gélatinases MMP2 et MMP9, de la peptidase PLAU et de leurs
inhibiteurs TIMP1 et SERPINE1. Moins de 50% des tumeurs induites par JSRV exprimaient MMP9 et les
poumons normaux ne I'exprimaient pas. Ceci suggere un blocage de I'expression de cette protéase. TIMP1,
linhibiteur de MMP9 est fortement exprimé dans les tumeurs pulmonaires ovines. En plus de ces activités
inhibitrices, TIMP1 peut bloquer la réponse des cellules endothéliales aux facteurs pro-angiogéniques et
participer a l'inhibition de la migration des cellules endothéliales (236). Nous supposons que bien que quelques
tumeurs ovines expriment MMP9, la surexpression de TIMP1 bloque les fonctions de ces protéases. Les genes
PLAU et SERPINE1 n'ont pas de différence d’expression entre les échantillons tumoraux et normaux ovins et
humains. Pris dans leur globalité, ces résultats sur 'expression des genes des protéases et de leurs inhibiteurs
n’indiquent pas de dégradation de la matrice extracellulaire dans les tumeurs lépidiques ovines et humaines.
Ces résultats sont cohérents avec la pathologie puisque les cellules tumorales envahissent le poumon mais

n’envahissent pas les organes et les structures autour du poumon (353).
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En dehors de la voie VEGF/VEGFR, la voie FGF/FGFR participe également & I'activation de I'angiogenése
de par son role dans la prolifération cellulaire (511). L’analyse de I'expression des génes de cette voie a montré
une perturbation dans I'expression de FGF2 dans les tumeurs humaines et de FGFR2 dans les tumeurs ovines.
En effet, FGF2 était sous exprimé dans les poumons tumoraux lépidiques humains comparés aux poumons
normaux et FGFR2 était surexprimé dans les poumons tumoraux ovins par rapport aux poumons normaux. En
plus de son réle dans I'angiogenése, FGFR2 joue un réle important dans la prolifération cellulaire (511). Sa
surexpression n'est donc peut-étre pas liée a 'angiogenése mais a la prolifération des cellules tumorales
pulmonaires. Dans les cancers pulmonaires non a petites cellules, la surexpression de FGF2 induit la survie
des cellules tumorales, 'angiogenése et est un facteur de mauvais pronostic (181, 366). La sous expression
retrouvée dans les poumons tumoraux |épidiques indique, encore une fois, un potentiel blocage de I'activation

de I'angiogenése dans ces tumeurs.

L’adénocarcinome pulmonaire ovin est induit par le rétrovirus JSRV. Le cancer humain, lui n'a pas
d'étiologie virale démontrée bien que cette question soit posée depuis des années (349). Certains virus
oncogenes tels qu'EBYV, HPV ou HBV ont la capacité d'activer 'angiogenése par lintermédiaire de leurs
protéines virales (Tableau 12) (116, 300, 486).Pour savoir si les protéines de JSRV peuvent avoir un role dans
I'activation de I'expression de génes de I'angiogenése étudiés ici, nous avons quantifié I'expression de 'ARN de
JSRV dans les poumons et dans les AECII dérivées de poumons ovins tumoraux. Premiérement, une quantité
plus importante de virus a été observée dans les AECII dérivées de poumons tumoraux par rapport aux
poumons tumoraux, montrant la spécificité de JSRV pour ce type cellulaire. Aprés analyse, nous n’avons trouvé
aucune corrélation entre le niveau d’expression de JSRV et les dérégulations de I'expression des génes

observées dans les tissus ou les AECII dérivées de poumons tumoraux.

Nous avons, en plus des analyses sur les adénocarcinomes pulmonaires ovins et sur les adénocarcinomes
lépidiques prédominant, testé I'expression des mémes génes dans les adénocarcinomes papillaires. Les
résultats étaient comparables avec ceux observés dans les adénocarcinomes Iépidiques prédominants. Les
niveaux d’expression de VEGFA et VEGFR2 étaient similaires entre échantillons Iépidiques et papillaires ;
VEGFD et FGF2 étaient significativement sous exprimés. En plus de ces dérégulations, les tumeurs papillaires
sous exprimaient la métalloprotéase MMP2 et le corécepteur NRP2. Des tendances a la sous expression
étaient également observées dans les échantillons Iépidiques mais ces différences n'étaient pas significatives.
Dans I'ensemble, les génes des voies de I'angiogenese et de la lymphangiogenése étaient stables ou sous
exprimés. Ces résultats similaires peuvent étre dus au petit nombre d’échantillon de tumeurs papillaires (N=5)
mais également a l'aspect clinique de ces tumeurs papillaires. En effet, lorsque les tumeurs pulmonaires
papillaires ont été opérées, elles n’étaient pas invasives et les ganglions lymphatiques des patients étaient
intacts (Table 2 Article Materials and methods section). Ces niveaux d’expression pourraient étre spécifiques de

tumeurs non invasive et pas seulement des tumeurs Iépidiques.
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En conclusion, nos résultats indiquent que I'angiogenése n'est pas activée dans les cancers [épidiques
prédominants de type pneumonique ovins et humains. Chez I'homme, les adénocarcinomes lépidiques
prédominants sont des cancers rares sans extension extra-thoracique. Nous avons montré que I'absence du
ligand VEGFA et de son récepteur VEGFR2 contribue au controle de l'invasion des cellules tumorales
pulmonaires au reste de l'organisme dans ces deux cancers ovins et humains. Ainsi, les bénéfices dans
I'utilisation de traitement anti-angiogéniques, souvent utilisés dans les traitements des adénocarcinomes,
pourraient ne pas étre retrouvés dans le traitement des adénocarcinomes Iépidiques prédominants. En ne
recevant pas ces traitements, les patients éviteraient de potentielles toxicités. De plus, nous avons montré ici la
similarité dans la régulation de I'expression des géenes de I'angiogenése et de la lymphangiogenese appuyant
encore plus le fait que I'adénocarcinome pulmonaire ovin est un bon modéle d’'étude pour I'adénocarcinome

|épidique chez 'homme.
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CHAPITRE 2: MUC1 et MUC5B sont exprimés dans les

adénocarcinomes pulmonaires ovin induits par JSRV

|. Etat de I’art

Les mucines sont des glycoprotéines composées de chaines oligosaccharidiques liées a une longue
chaine polypeptidique. Elles sont exprimées dans I'appareil digestif, les glandes mammaires et I'appareil
respiratoire. Les sucres présents sur les mucines s'oligomérisent pour former un gel qui protege les cellules
épithéliales pulmonaires des environnements dangereux subissant des fluctuations de pH, de concentrations
en ions, d’'oxygénation ou d’hydratation, des expositions aux protéases, aux glycosidases, aux lipases, aux
toxines et aux agents infectieux tels que les bactéries et les virus (44). Les mucines sont caractérisées par des
répétitions en tandem riches en sérine et thréonine et sont classées en mucines liées a la membrane (MUCH,
MUC3A, MUC3B, MUC4, MUC12, MUC13, MUC15, MUC16, MUC17, MUC20 et MUC21) et en mucines
sécrétées (MUC2, MUC5AC, MUC5B, MUC6, MUC7, MUC8 et MUC19). MUC1, MUC2, MUC4, MUC5AC,
MUC5B, MUC6 et MUC7 sont exprimées pendant le développement du poumon et pendant les cancers
pulmonaires (274, 419).

Les mucines peuvent altérer de nombreuses voies de signalisation et la dérégulation de leur
expression a été associée avec la progression des cancers et les métastases (556). Les cancers pulmonaires
sur expriment fréquemment MUC1, particulierement les adénocarcinomes ou cette surexpression est retrouvée
dans environ 80% des tumeurs (467). En condition normale, I'expression de MUC1 est restreinte au pble apical
des cellules épithéliales mais en condition de dépolarisation des cellules épithéliales, I'expression de MUC1 se
retrouve a la surface entiére de la cellule (364). Cette relocalisation permet @ MUC1 d'interagir avec des
facteurs de croissance tels que 'EGFR induisant I'activation de la voie MAPK (271). Entre autres fonctions,
MUC1 a la capacité d’activer 'angiogenése en augmentant I'expression de VEGFA. MUC1 est également
impliqué dans la perte de I'adhésion entre les cellules et la matrice extracellulaire et entre cellules dans les
cancers pulmonaires. L'interaction entre MUC1 et CTNNB1 permet la promotion de la prolifération des cellules
tumorales (274). L'expression de la mucine secrétée MUC5AC augmente entre les Iésions précancéreuses et
les adénocarcinomes pulmonaires (311). MUC5AC peut augmenter la migration des cellules pulmonaires
tumorales par son interaction avec l'intégrine B4 qui active la voie de signalisation médiée par la FAK (Focal
adhesion kinase) et joue ainsi un réle dans la progression des cancers pulmonaires (275, 575). Une
augmentation de I'expression de MUC5AC est un facteur de mauvais pronostic dans les cancers pulmonaires
(275). Dans les cancers pulmonaires non a petites cellules, 'expression de MUC5B est associée a une

mauvaise différenciation cellulaire, a un stade histologique plus élevé et & un mauvais pronostic (361).

L’adénocarcinome pulmonaire ovin est induit par le B-rétrovirus JSRV et touche les moutons et les

chévres. Le virus JSRV est transmis par les aérosols, le lait, le colostrum et in utero (110, 190). Il infecte et
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transforme les cellules épithéliales du poumon profond, les AECII dans les alvéoles et les cellules Club dans les
bronchioles. Les tumeurs induites par JSRV sont associées a une croissance de type 1épidique prédominante.
L’'adénocarcinome pulmonaire ovin est cliniquement, radiologiquement et histologiguement similaire a
I'adénocarcinome Iépidique de type pneumonique chez 'homme (132, 349). Les adénocarcinomes lépidiques
sont peu liés au tabagisme et touchent plus les femmes et les patients jeunes que les autres types

d’adénocarcinomes (59, 317). Ces cancers ont une croissance lente et les métastases sont rares.

Les adénocarcinomes lépidiques ont été redéfinis lors de la derniére classification de 'OMS en
adénocarcinome lépidique prédominant, un adénocarcinome pulmonaire non-mucineux composé d’une tumeur
de type lépidique de plus de 3 cm avec une composante invasive de plus de 5 mm et les adénocarcinomes
mucineux invasifs, un variant des adénocarcinomes lépidiques prédominants (507). Parmi les
adénocarcinomes lépidiques, 45% sont des adénocarcinomes mucineux, 40% sont des adénocarcinomes non-
mucineux et 15% sont mixtes (132). Les adénocarcinomes Iépidiques prédominants et les adénocarcinomes
mucineux invasifs ont un statut mutationnel et des marqueurs immunohistochimiques différents. Les
adénocarcinomes |épidiques prédominants sont fréequemment mutés pour EGFR et expriment le TTF-1 (Thyroid
Transcription Factor 1) et les adénocarcinomes mucineux invasifs sont fréquemment mutés pour KRAS et
expriment CK-20 (Cytokeratin 20) (151, 279). Ces deux types d’adénocarcinomes Iépidiques ont des profils
d’expression des mucines différents avec MUC1 majoritairement exprimé dans les adénocarcinomes lépidiques
prédominants et MUC5AC, MUC5B et MUC6 majoritairement exprimé dans les adénocarcinomes mucineux
invasifs (101).

Le but de I'étude était d'analyser le statut mucine des adénocarcinomes de type pneumoniques induits
par JSRV. A partir de 37 échantillons de tumeurs pulmonaires ovines, nous avons montré que 62% (23/37)
étaient non-mucineux. Le gene MUC1 était surexprimé dans les cancers pulmonaires ovins par rapport aux
poumons normaux, MUC5B était exprimé dans plus de la moitié des cancers pulmonaires ovins et MUC5AC
n'était pas ou peu exprimé. Ces résultats suggérent que les adénocarcinomes pulmonaires ovins sont
composés d’adénocarcinomes mucineux et non-mucineux et I'analyse de I'expression des mucines a montré

que ce cancer ovin était proche des adénocarcinomes Iépidiques prédominants.
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Abstract

Mucins are glycoproteins expressed in the respiratory tract. They protect lung epithelial cells from challenging
environment. They are classified in two groups: membrane-bound and secreted mucins. They can alter various
signaling pathways and the deregulation of their expression has been associated with cancer progression and
metastases. Among mucins, MUC1, MUC2, MUC4, MUC5AC, MUC5B, MUC6 and MUC7 are expressed in

lung cancer.

The betaretrovirus JSRV (Jaasiekte Sheep Retrovirus) is responsible for a transmissible lung adenocarcinoma
in sheep and goats. Lesions appear as multiple nodules in the lung parenchyma with a pneumonic extension
and absence of extra-pulmonary lesions. This naturally occurring lung cancer in large animals shares many
features with human pneumonic-type lung adenocarcinomas with predominant lepidic growth. Human lepidic
pulmonary adenocarcinomas have been redefined in the last WHO classification of lung tumors as lepidic
predominant adenocarcinoma (LPA), a non-mucinous lung adenocarcinoma and invasive mucinous
adenocarcinoma (IMA), a mucinous variant of lepidic-predominant adenocarcinomas. These two subtypes have
different patterns of mucin expression: while LPA mostly express MUC1, IMA preferentially express MUC5AC,
MUC5B and MUCG6.

In this retrospective study on 37 JSRV-induced cancers, we showed that 62% were non-mucinous and that
MUC1 was overexpressed in cancers as compared to normal lungs. MUC5B mRNAs were expressed in half of
cancers and MUC5AC mRNAs were absent or weakly expressed. These results highlight that pneumonic-type
ovine pulmonary adenocarcinomas are composed of mucinous and non-mucinous lung cancers and that it is

closer related to LPA than IMA, when we considered the profiles of mucin expression.
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Introduction

Mucins are glycoproteins composed of oligosaccharide chains linked to a long peptidic chain. They are
expressed in the digestive tract, the mammary gland and the respiratory tract. Mucins sugar chains oligomerize
to form a mucinous gel that protects pulmonary epithelial cells from challenging environment such as pH
changes, ion concentration, oxygenation and hydration fluctuations, exposition to enzymes like proteases,
glycosidases, lipases or biological factors such as toxins, bacteria or viruses (44). These proteins are
characterized by multiple tandems of serine-/ threonine-rich repeats and are classified as membrane-bound for
MUC1, MUC3A, MUC3B, MUC4, MUC12, MUC13, MUC15, MUC16, MUC17, MUC20 and MUC21 or secreted
mucins for MUC2, MUC5AC, MUC5B, MUC6, MUC7, MUC8 and MUC19. MUC1, MUC2, MUC4, MUC5AC,
MUC5B, MUC6 and MUC? are expressed during lung development and in cancer (274, 419).

Mucins can alter various signaling pathways and their expression has been associated with cancer progression
and metastases (556). MUC1 overexpression is a common pattern in non-small cells lung cancer especially in
adenocarcinomas (467). In normal conditions, MUC1 expression is restricted to the luminal pole of epithelial
cells but upon cell depolarization, MUC1 can be expressed over the entire cell surface (364). This re-
localization allows MUC1 to interact with growth factor such as EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor)
leading to the activation of the MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) pathway (271). Among several
functions, the membrane-bound MUC1 favors angiogenesis by upregulating VEGF (Vascular Endothelial
Growth Factor) expression. MUC1 is also involved in loss of cell-to-extracellular matrix and cell-to-cell adhesion
of lung cancer cells and interacts with CTNNB1 (B-catenin) promoting cancer cell proliferation (274). The
expression of the secreted MUC5AC increases from pre-malignant lesions to lung adenocarcinomas (311).
MUCS5AC can enhance the migration of cancer cells by its interaction with integrin B4 that activates FAK (Focal
adhesion kinase)-mediated signaling (275) and as such plays a role in lung cancer progression (575). Increased
expression of MUC5AC is a marker of poor prognosis in lung cancer (275). In NSCLC, expression of MUC5B is

associated with poor cell differentiation, higher pathological TNM stage and poor prognosis (361).

The betaretrovirus JSRV (Jaagsiekte Sheep Retrovirus) is responsible for a transmissible pulmonary
adenocarcinoma in sheep and goats. JSRV is transmitted by aerosols, milk, colostrum and in utero (110, 190).
Cancer cells derive from Alveolar Epithelial type Il Cells (AECII) in the alveoli and epithelial Club cells in the
bronchiole. The JSRV-induced cancer is associated with predominant lepidic growth. JSRV-induced lung
adenocarcinoma is clinically, radiologically and histologically similar to pneumonic-type human lung
adenocarcinoma with predominant lepidic growth (132, 349). Lepidic adenocarcinomas affect more non-
smokers, women and young subjects than other lung adenocarcinomas (60, 317). These cancers are slow
growing and metastasis spread is rare. Human lepidic pulmonary adenocarcinomas have been redefined in the
last WHO classification of lung tumors as lepidic predominant adenocarcinoma (LPA), a non-mucinous lung
adenocarcinoma composed of a lepidic tumor larger than 3 cm with an invasive component larger than 5 mm

and invasive mucinous adenocarcinoma (IMA), a mucinous variant of lepidic-predominant adenocarcinomas
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(506). Among lepidic adenocarcinomas, 45% are of mucinous type, 40% are of non-mucinous type and 15%
are of mixed subtypes (132). Lepidic predominant adenocarcinoma and invasive mucinous adenocarcinoma are
different by their mutation status and their immunohistochemistry markers. Lepidic adenocarcinomas are
frequently mutated for EGFR and express TTF-1 (Thyroid Transcription Factor 1) and invasive mucinous
adenocarcinomas are frequently mutated for KRAS (KRAS proto-oncogen, GTPase) and express CK-20
(Cytokeratin 20) (151, 279). These two subtypes of lepidic adenocarcinomas have a different pattern of mucin
expression with lepidic predominant adenocarcinoma mostly expressing MUCT and invasive mucinous
adenocarcinoma preferentially expressing MUC5AC, MUC5B and MUC6 (101).

The aim of this study was to analyze the mucin status of JSRV-induced pneumonic-type adenocarcinomas.
From a cohort of thirty-seven cancers, we established that 62% (23/37) were non-mucinous. MUC1 mRNAs
were overexpressed in cancers as compared to normal lungs, MUC5B mRNAs were expressed in half of
cancers and MUC5AC mRNAs were absent or weakly expressed. These results highlight that ovine pulmonary

adenocarcinomas may be mucinous or non-mucinous but are analogous to LPA for the expression of mucins.

Materials and methods

Biological materials

Ovine pulmonary adenocarcinoma specimens were collected post mortem from thirty-seven spontaneously
JSRV-infected sheep with clinical evidences of lung cancer obtained from flocks in the Southern France and
from ten sheep with no signs of cancer collected from the Corbas slaughterhouse, nearby Lyon (France) (Table
1). Formal authorization for accessing the facilities was obtained and access was granted under the supervision
of a veterinarian. None of the 37 animals were engaged in an experimental protocol. Frozen samples were kept
at -80°C. Clinical status was confirmed by the presence of gross lesions and by the detection of JSRV genome

using semi-nested PCR on genomic DNA as previously reported (350).
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With lesion of pulmonary adenocarcinoma

Without lesion

# Sex Age (Month) Mucine status
887 F 24 Non mucinous
888 F 24 Non mucinous
889 F 24 Non mucinous
890 F 24 Non mucinous
892 F 24 Mucinous
893 F 24 Non mucinous
896 ND <1 Non mucinous
913 F ND Non mucinous
925 ND ND Non mucinous
929 ND ND Non mucinous
985 M 96 Mucinous
1022 F 36 Non mucinous
1024 F 36 Non mucinous
1025 F 36 Non mucinous
1026 F 36 Non mucinous
1027 F 48 Non mucinous
1121 ND ND Mucinous
1165 ND ND Mucinous
1166 ND ND Mucinous
1167 F 60 Mucinous
2055 ND ND Mucinous
2334 F ND Non mucinous
2335 ND ND Non mucinous
2339 M ND Mucinous
2369 F ND Mucinous
2370 F ND Mucinous
2371 F ND Non mucinous
2433 ND ND Non mucinous
2434 F 18 Non mucinous
2436 ND ND Non mucinous
2479 F ND Mucinous
2585 M 12 Non mucinous
2586 F ND Mucinous
2638 ND ND Non mucinous
2755 M ND Mucinous
2764 F ND Mucinous
2765 F ND Non mucinous

# Sex Age (Month)
1010 ND <6
1011 ND <6
1223 ND <6
1224 ND <6
1487 ND <1
1823 ND <6
1824 ND <6
1825 ND <6
2355 ND <6
2340 ND <6

Table 1: Ovine specimens used in the study. “-*: ND : no data
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Histochemical staining

Five um thick frozen sections were cut with a CM1860 Cryo-microtome (Leica) and placed on SuperFrost® Plus

(Menzel-Glaser) glass slides.

Lung sections were fixed with 4% paraformaldehyde for 20 min and were stained using the hematoxylin- eosin-
safran reagents (RAL Diagnostics) according to the manufacturer recommendations. Sections were then rinsed
in a 100% alcohol bath, poured into a xylene bath and mounted on coverslips with a xylene based medium,
HistoRal (RAL Diagnostics).

Periodic Acid Shiff (PAS) staining with or without a-amylase

Tumoral lung sections were fixed with 4% paraformaldehyde for 20 min and treated with PAS (Periodic Acid
Schiff) reagent (Abcam). For each animal, a differential staining was performed on lung slices treated with a-
amylase (15 min incubation at 37°C) to allow sugar hydrolysis or untreated. Briefly, sections were immersed in
periodic acid reagent for 5 min, rinsed in distilled water; immersed in Schiff's solution for 15 min, rinsed and
stained with hematoxylin for 3 min. After a wash under running tap water, slides were immersed in Bluing
reagent solution for 30 sec, rinsed and treated with Light Green solution for 2 min. After dehydration through
graded alcohol, slides were poured into a xylene bath and mounted on coverslips with HistoRal (RAL
Diagnostics). Slides were observed and pictures were taken with an EFD3 Nikon and an Olympus DP70
camera. Without a-amylase pre-treatment, all the sugars were stained in magenta; in a-amylase treated slides
only mucins, resistant to the hydrolysis, were stained in magenta; nuclei were stained in black and other

components in green/blue.
Expression of mucin mRNAs

Total RNAs were extracted from thirty-seven lungs using the “RNeasy Plus Universal Mini” kit (Qiagen) and
treated with the “Turbo DNA free” kit (Ambion) as recommended. One microgram of total RNAs was reverse
transcribed using the “iScript cDNA synthesis” kit (Biorad). The cDNAs were amplified with 1 unit of KAPA Tagq
Polymerase (KAPABiosystem), 1X of KAPA Taq Buffer, 0.2uM of MUC1, MUC5AC, MUC5B or SDHA primers,
0.2mM of dNTPs up to 25 DNAse/RNase free water and amplified for 35 cycles for 30 sec at 95°C, 30 sec at
60°C and 30 sec at 72°C. PCR products were separated onto a 2% agarose gel supplemented with SYBR Safe
1X (LifeTechnologies).

MUC1 mRNAs were quantified in triplicates using the “KAPA SYBR® FAST Universal qPCR kit” (Clinisciences)
in a MiniOpticon thermocycler (Biorad) with 40 cycles (5 sec at 95°C, 20 sec at 60°C) followed by a melting
curve under a 60°C to 95°C range with fluorescence reading every 0.5°C. PPIA, PSMB2 and YWHAZ genes
were used for MUC1 quantification; their stability had been evaluated with the geNorm software (514) and

proved to be the most stable reference genes for ovine lungs.
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The primers for MUC1, MUCSAC, MUCSB, SDHA, PPIA, PSMB2 and YWHAZ have been designed with

Primer-BLAST from available GenBank ovine sequences with a primer spanning an exon-exon junction or with

forward and reverse primer into two different exons to avoid interfering amplifications from residual DNA (Table

2). They allowed the amplification of small fragments from 100 to 200bp. Normalized relative expression levels

were calculated with the 2-24Ca method (409).
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Table 2: Primers used in the study.
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Statistical analysis

Statistical analyses were performed using Wilcoxon tests using the R software (https://www.R-project.org). All

tests were done with a significance threshold of 0.05.

Results

Ovine pulmonary adenocarcinomas are predominantly of non-mucinous type

The quality of the lung sections from frozen tissues was verified by HES staining. Mucin expression was
detected using PAS staining after a-amylase pre-treatment to allow sugar hydrolysis and thus to only detect
mucin expression. Mucin appears as magenta staining in the cancer cells. Over the 37 JSRV-induced cancers,

62% (23/37) were of non-mucinous type (Figure 1; Table 1).
MUC1 is overexpressed in JSRV-induced cancers

The expression of MUCT mRNAs was analyzed by RT-PCR with SDHA gene as a control of mRNA quality in
thirty JSRV-induced lung cancers. All samples expressed MUCT (data not shown). The levels of gene
expression were compared by quantitative RT-PCR on RNA extracted from ten cancers (five of mucinous type
and five of non-mucinous type) and 10 normal lungs. PPIA, PSMB2 and YWHAZ genes were used as reference
genes to normalize expression. MUC1 was overexpressed in cancers as compared to normal lungs (Figure 2A).
The analysis of mucinous and non-mucinous types did not reveal differences in the expression of MUCT
mRNAs between the two subtypes (Figure 2A). Interestingly, MUCT expression was analyzed in alveolar

epithelial type Il cells derived from tumoral and normal lungs and all of them expressed MUC1 (data not shown).

MUC5B and MUC5AC are differentially expressed in JSRV-induced lung cancers

The expression of MUCSAC and MUC5B mRNAs was analyzed using RT-PCR on 30 tumoral lung samples, 9
normal lungs. SDHA was used as the reference gene for mRNA quality control. MUC5AC mRNAs were barely
detected, with low levels in 60% (18/30) of cancers and 55% (5/9) of normal lungs (Figure 2B). MUC5B
expression was found in 63% (19/30) of cancers and in only 22% (2/9) of normal lungs (Figure 2B). MUC5B
was not preferentially expressed in mucinous nor in non-mucinous status, suggesting from our data that

MUCSB was not limited to one subtype (not shown).
Discussion

Our work focused on pneumonic-type lung adenocarcinoma with predominant lepidic growth. Human lepidic
predominant adenocarcinomas express MUCT and are EGFR mutated and invasive mucinous
adenocarcinomas express MUCSAC and MUCSB and are KRAS mutated (151). Currently, animal models for

human lung cancer are mainly developed in rodents. Human and rodent lungs sustain airway structure and
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composition differences and the rodent model may not be the best model for human lung diseases (434).
Differently, sheep lungs are similar in size and structure with human lung and are a good model for respiratory
diseases (334). Virally induced ovine pulmonary adenocarcinoma is a lepidic lung adenocarcinoma clinically,
radiologically and histologically close to human lepidic adenocarcinoma. Our goal was to know if ovine
pulmonary adenocarcinoma was, as lepidic adenocarcinoma, composed of various entities and if this ovine lung
cancer is still a good animal model for human lepidic adenocarcinoma. We analyzed JSRV-induced lung
cancers for their mucin status as well as for mRNA expression of MUC1, MUC5AC and MUC5B, three mucins

differentially expressed in human lung adenocarcinomas.

Among lepidic lung adenocarcinomas, LPA and IMA are reported; they differ by their a-amylase resistant PAS
staining status. The two mucinous and non-mucinous types were represented in the ovine cancer, with ~60% of
ovine lung tumors of non-mucinous type and thus resemble human LPA. We analyzed the mRNA expression of
MUC1, MUC5AC and MUCSB genes, three major mucin genes in lung adenocarcinomas. MUCT was
expressed in normal lungs as well as in JSRV-induced cancers, but strongly overexpressed in cancers. MUC1
expression has been reported in LPA and IMA but is more expressed in LPA than in IMA. MUC1
overexpression is frequently observed in cancers and it can interact with various growth factors such as EGFR
important for cell proliferation and survival (271, 467). MUC5AC expression was barely detectable and when
expressed, has been detected in both cancers and normal lungs. MUC5B expression was detectable
predominantly in JSRV-induced cancers (63% in cancer versus only 22% in normal lung). MUCSB expression in
human cancer is a marker of bad prognosis, associated with cancer aggressiveness (361). In human,
expression of MUCS5AC and MUCSB is mostly associated with invasive mucinous adenocarcinoma. This was
not as clear in ovine cancers for which MUC5AC and MUC5B expression, when detectable, was indifferently

associated with mucinous and non-mucinous types.

In conclusion, JSRV-induced lung cancers may be of mucinous or non-mucinous type. Interestingly, as in
humans, MUC1 expression is associated with the non-mucinous type. To date, there is no data of evolution or
aggressiveness of these two subtypes in animals. A systematic PAS staining may help us understand the

clinical features and the disease evolution in sheep.
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Figures

Periodic Acid and Schiff

Without a-amylase With a-amylase

-—--_.._ . R

A. Non-mucinous type

B. Mucinous type

Fig 1. Ovine pulmonary adenocarcinomas are mostly non-mucinous type adenocarcinomas. Lungs
sections were stained with Periodic Acid Schiff for mucin detection with or without a-amylase treatment. A. Non
mucinous type (lung from sheep #888). B. Mucinous type (lung from #2339). Without a-amylase pre-treatment,
all the sugars were stained in magenta; in a-amylase treated slides only mucins, resistant to the hydrolysis,

were stained in magenta (€=); nuclei were stained in black and other components in green/bleu.
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A. MUC1 mRNA expression B. MUC5 mRNA expression
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Fig 2. Expression of MUC1, MUC5AC and MUC5B mRNAs. A. MUC1 expression was quantified in lungs
from sheep with or without cancers by RT-gPCR. PPIA, PSMB2 and YWHAZ genes were used as reference
gene for quantification. Statistical analysis was performed using Wilcoxon test with ** = p<0.005. B. MUC5AC
and MUC5B expression were verified by RT-PCR in 30 lung cancers and in 9 normal lungs. SDHA was used as

cDNA quality control.
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lll. Discussion

Notre travail a porté sur les adénocarcinomes Iépidiques de type pneumonique. Chez 'homme, ils sont
composés de deux entités : les adénocarcinomes Iépidiques prédominants non mucineux exprimant MUCT et
étant mutés pour 'EGFR et les adénocarcinomes mucineux invasifs exprimant MUSAC et MUC5B et étant
mutés pour KRAS (151). Actuellement, les modéles animaux sont majoritairement développés chez les
rongeurs. La composition et la structure des poumons entre humains et rongeurs sont différentes, ainsi les
rongeurs ne sont peut-étre pas le modéle le plus pertinent pour les maladies pulmonaires humaines (434). De
facon différente, les poumons ovins ont une taille et une structure similaires a celles des poumons humains et
sont un bon modéle d'étude pour les maladies respiratoires (334). L'adénocarcinome pulmonaire ovin de type
pneumonique induit par JSRV est proche cliniquement, radiologiquement et histologiquement de
I'adénocarcinome Iépidique humain. Le but de ce travail était de voir si 'adénocarcinome pulmonaire ovin,
comme I'adénocarcinome lépidique, était composé de plusieurs entités et si ce cancer ovin était un bon modéle
d’étude pour le cancer humain. Nous avons analysé, dans les cancers induits par JSRV, la présence des
mucines et I'expression des génes MUC1, MUCSAC et MUCSB, trois mucines différentiellement exprimées

dans les adénocarcinomes humains.

Les adénocarcinomes non mucineux et mucineux ont été retrouvés chez le mouton avec environ 60%
des cancers pulmonaires étant de type non mucineux et se rapprochant de I'adénocarcinome Iépidique
prédominant non mucineux. L'analyse de I'expression des mucines MUC1, MUC5AC et MUC5B a montré
I'expression de MUCT dans les poumons normaux et tumoraux avec une surexpression significative dans les
tumeurs ovines. Chez 'homme, MUCT est exprimé dans les deux types d’adénocarcinomes lépidiques avec
une expression plus forte dans les adénocarcinomes lépidiques prédominants non mucineux. La surexpression
de MUC1 est fréquente dans les cancers ; MUCT peut interagir avec plusieurs facteurs de croissance dont
'EGFR important pour la prolifération et la survie cellulaire (271, 467). L'expression de MUC5AC était a peine
détectable dans les cancers et les poumons normaux. L'expression de MUC5B était détectable dans les
adénocarcinomes pulmonaires ovins induits par JSRV (dans 63% des cancers contre 22% des poumons
normaux). L'expression de MUC5B dans les cancers humains est un facteur de mauvais pronostic et est
associé a un cancer plus agressif (361). Chez I'homme, l'expression de MUCSAC et MUCS5B est
majoritairement observé dans les adénocarcinomes mucineux invasifs (101). Cette expression différentielle
n'était pas claire chez le mouton o MUC5AC et MUCSB étaient exprimés aussi bien dans les tumeurs non

mucineuses que mucineuses.

L'adénocarcinome Iépidique humain est également caractérisé par un statut de mutation EGFR et
KRAS différentiel (151). Les mutations EGFR et KRAS n'ont pas été analysées dans I'adénocarcinome
pulmonaire ovin car la transformation cellulaire dans le cancer ovin est induite par les propriétés oncogéniques
de I'enveloppe virale de JSRV. Celle-ci est nécessaire et suffisante pour induire la transformation cellulaire par
I'activation des voies de signalisation PISK/AKT et MAPK (349, 397).
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En conclusion, les cancers pulmonaires induits par JSRV peuvent étre mucineux et non mucineux. De
facon intéressante, I'expression de MUC1 a été associée au type non mucineux. A ce jour, il n’y a pas de
données sur I'évolution ou l'agressivitt de ces deux types de cancers chez le mouton. Une analyse
systématique du statut mucine par un marquage a I'Acide Périodique et au Schiff des tumeurs ovines traitées a
I'a-amylase nous permettrait de comprendre les caractéristiques cliniques et I'évolution de la maladie chez le

mouton.
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CONCLUSION



DISCUSSION GENERALE

L’adénocarcinome pulmonaire ovin et l'adénocarcinome Iépidique humain sont deux cancers
pulmonaires de type pneumonique partageant des caractéristiques cliniques, radiologiques et histologiques
(353). La derniére classification des cancers pulmonaires de 'OMS de 2015 a redéfini les cancers
bronchioloalvéolaires en adénocarcinomes Iépidiques et a mis en évidence deux types principaux
d’adénocarcinomes lépidiques : 'adénocarcinome Iépidique prédominant non mucineux et I'adénocarcinome
mucineux invasif différenciés par leur production de mucine, I'expression de MUC1, MUC5AC et MUC5B et par
le statut des mutations EGFR et KRAS (506). Afin de définir vers quel type d’adénocarcinome |épidique se
rapproche I'adénocarcinome pulmonaire ovin et de valider la pertinence de ce modéle d’étude, nous avons
analysé la production de mucine et I'expression de MUC1, MUC5AC et MUC5B dans le cancer ovin. Nous
avons montré que 62% des cancers pulmonaires ovins étaient non mucineux, qu'ils exprimaient tous MUCT et
que MUCT était surexprimé dans les cancers par rapport aux poumons normaux. Cette surexpression peut
également étre impliquée dans la progression tumorale puisque la surexpression de MUC1 est fréquente dans
les cancers. MUCT peut interagir avec plusieurs facteurs de croissance dont 'EGFR important pour la
prolifération et la survie cellulaire (271, 467). Les cancers ovins exprimaient faiblement MUCSAC et plus de la
moitié exprimaient MUC5B indépendamment du statut mucine. Nous avons ainsi observé, comme chez
I'homme, deux types différents d’adénocarcinomes ovins : un non mucineux et un mucineux. De par I'absence
de mucine dans la majorité des cancers ovins et I'expression de MUCT dans tous nos échantillons,
I'adénocarcinome pulmonaire ovin semble se rapprocher de I'adénocarcinome Iépidique prédominant non
mucineux. Cette étude apporte des éléments renforcant I'utilité du modéle ovin pour les adénocarcinomes
lépidiques humains. Ainsi, le cancer ovin est un modéle d'étude précieux pour la compréhension des
mécanismes de transformation des cellules pulmonaires en cellules tumorales formant des Iésions de type
lépidique. Nous avons alors voulu mieux connaitre et caractériser ces deux cancers pulmonaires en partant de
I'hypothese que des évenements cellulaires identiques devaient étre impliqués dans linitiation et/ ou la

progression des tumeurs lépidiques humaines et ovines.

Les cancers pulmonaires sont métastatiques et se disséminent préférentiellement dans les glandes
surrénales, les os, le foie et le cerveau (241). Les métastases sont responsables de plus de 90% de la mortalité
des cancers montrant I'importance de I'étude des mécanismes permettant leur formation (512). A la différence
de nombreux autres cancers pulmonaires, les adénocarcinomes lépidiques se développent dans le poumon
sans invasion stromale, pleurale et vasculaire et les métastases extra-thoraciques sont rares (353). Ces
caractéristiques sont également retrouvées dans I'adénocarcinome pulmonaire ovin. La compréhension de la
«non dissémination » des cellules tumorales au reste de I'organisme dans ces deux cancers pulmonaires
permettrait de découvrir potentiellement de nouvelles cibles thérapeutiques dans le traitement des cancers

métastatiques.
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Notre étude a porté sur I'analyse en paralléle des voies de signalisation impliquées dans les cancers
pulmonaires et dans la dissémination des cellules tumorales. Afin d’analyser I'expression des génes de ces
voies, nous avons réalisé des puces transcriptomiques sur des tumeurs |épidiques humaines et ovines.
Premiérement, lors de I'analyse sans a priori des voies de signalisation dans I'adénocarcinome pulmonaire ovin
induit par JSRV, nous avons montré une surexpression des génes de l'inflammation et une sous expression
des génes impliqués dans I'adhésion cellulaire, deux mécanismes essentiels de la formation des cancers ;
linflammation permettant le relargage de cytokines favorisant la prolifération cellulaire et la perte d’adhésion
cellulaire permettant aux cellules tumorales d’envahir le poumon (357, 551). Deuxiémement, I'analyse
transcriptomique nous a permis de montrer de nombreuses dérégulations dans I'expression des génes des
voies BMI1, NOTCH, Hedgehog, WNT, de I'angiogenése et de la lymphangiogenése ; dont environ la moitié
(75/162 génes analysés), étaient communes entre cancers humains et ovins. Ces similarités étaient pour la
plupart observées dans la voie BMI1 et dans les voies de 'angiogenése et de la lymphangiogenése; trois voies
de signalisation primordiales dans le développement de métastases. La voie BMI1 est impliquée dans la
transition épithélio-mésenchymateuse par la déstabilisation de I'E-cadhérine, protéine essentielle pour la
jonction entre elles des cellules épithéliales (463). Les voies de I'angiogenese et de la lymphangiogenése
permettent la croissance de nouveaux vaisseaux sanguins et lymphatiques en direction de la tumeur et la
dissémination des cellules tumorales par ces vaisseaux néoformés (564). Nous avons mis en évidence une
diminution de I'expression des génes BMI1, SNAI2 et TWIST et une augmentation de I'expression de I'E-
cadhérine. De plus, nous avons montré une diminution de I'expression de nombreux ligands et récepteurs
impliqués dans I'activation de 'angiogenése et de la lymphangiogenése tels que les génes VEGFA, VEGFC,
VEGFD, VEGFR2 et VEGFR3 pour la voie principale ; de PDGFA, PDGFB, PDGFRA, ANGPT1, ANGPT2,
TIET et TIE2 pour les voies annexes d’activation indiquant un potentiel blocage de ces voies. Ces profils
d’expression ne sont pas en faveur de l'invasion des cellules tumorales a travers la membrane basale ou a
travers de potentiels vaisseaux néoformés et sont cohérents avec les caractéristiques des tumeurs lépidiques.
Une étude récente sur un modéle de cancers pulmonaires induits par JSRV chez des souris montre la
présence de métastases extra-thoraciques et une activation de la transition épithélio-mésenchymateuse par
diminution de la protéine E-cadhérine et augmentation de la fibronectine (86). Notre travail a porté sur des
tumeurs lépidiques naturellement induites chez 'homme et le mouton et non métastatiques suggérant que le
modéle souris n'est peut-étre pas le plus pertinent pour cette pathologie. Il est donc important d’analyser les
génes impliqués dans la transition epithélio-mésenchymateuse en détails dans les cancers ovins et humains

afin de connaitre I'état réel de celle-ci dans des tumeurs lépidiques naturellement induites.

Lors de 'analyse transcriptomique, nous avons observé que les dérégulations de I'expression des
génes observées dans les voie NOTCH, WNT et Hedgehog ne semblaient pas spécifiques des tumeurs

lépidiques. En revanche, elles pourraient témoigner de la progression tumorale des cancers ovins et humains.

La dérégulation de I'expression de plus de la moitié des génes des voies de I'angiogenése et de la

lymphangiogenése nous a incité a analyser ces voies plus en détail et sur un nombre plus important
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d’échantillons humains et ovins ; I'objectif étant de confirmer les régulations observées lors de I'analyse
transcriptomique afin de valider le potentiel blocage de la voie de I'angiogenese dans les adénocarcinomes
lépidiques. Premiérement, bien qu’aucune différence d’expression significative en ARNm n’ait été observée
entre cancers pulmonaires et poumons normaux ovins, la protéine VEGFA n'a pas été retrouvée dans les
cancers ovins. L'absence de protéine sans diminution de 'ARNm peut étre expliquée par la présence de
certains miRNA. Chez 'homme, I'expression de VEGFA est, entre autre, contrélée par 4 miRNA qui ciblent la
séquence CARE en 3-UTR de 'ARNm et inhibent fortement I'expression protéique sans dégradation de
I'’ARNm (237). Une étude de la présence des équivalents de ces miRNA chez le mouton serait importante pour
la vérification de la régulation de I'expression de VEGFA au niveau post transcriptionel. En plus de I'absence de
VEGFA, une sous expression en ARNm a été observée pour le récepteur VEGFR2 et la protéine VEGFR2
n’était pas exprimée dans les cancers ovins. L'absence de I'expression de VEGFR2 a également été retrouvée
dans les adénocarcinomes Iépidiques humains. Ces résultats indiquent un blocage de la voie principale de
I'angiogenése dans les tumeurs ovines et humaines ; en effet, sans VEGFA ou VEGFR2, I'angiogenése n’est
pas activée (465). Le blocage des protéines VEGFA et VEGFR2 dans les tumeurs ovines et le blocage de la
protéine VEGFR2 dans les tumeurs humaines peuvent participer a la limitation de la dissémination extra-
thoracique des adénocarcinomes Iépidiques humains et ovins. Les bénéfices dans ['utilisation de molécules
anti-angiogéniques pourraient ne pas étre retrouvés dans le traitement des adénocarcinomes lépidiques. En ne

recevant pas ces traitements, les patients éviteraint ainsi de potentielles toxicités.

Deuxiémement, nous avons voulu vérifier si les voies alternatives d’activation de I'angiogenése ou de
la lymphangiogenése pouvaient compenser le blocage de la voie principale. Nous avons observé une
diminution de I'expression de VEGFB, VEGFC (non significative), VEGFD et VEGFR3 (non significative) dans
les cancers ou les cellules épithéliales alvéolaires de type Il dérivées de cancers ovins. La diminution de
I'expression de VEGFD était commune aux cancers ovins et humains. Ainsi, la voie VEGF ne semble pas
activée ; de plus, la sous expression de VEGFD et I'expression stable voire diminuée chez 'ovin de VEGFR3
indiquent que la lymphangiogenése n’est pas activée non plus (564). Ces résultats soulignent un contréle de

I'extension des métastases dans les adénocarcinomes Iépidiques humains et ovins.

Troisiémement, I'analyse de I'expression des genes impliqués dans la dégradation de la matrice
extracellulaire a montré que moins de 50% des tumeurs ovines exprimaient la métalloprotéase MMP9. TIMP1,
inhibiteur de cette protéase était également surexprimées dans les cancers ovins suggérant un blocage de
MMP9. TIMP1 peut également bloquer la réponse des cellules endothéliales aux facteurs pro-angiogeniques et
participer a l'inhibition de la migration de ces cellules (236). Ces résultats plus la stabilité de I'expression des
génes MMP2, PLAU, SERPINET et PAI1 chez 'homme et le mouton n’indiquent pas de dégradation de la

matrice extracellulaire dans les adénocarcinomes lépidiques.

Finalement, 'analyse de la voie FGF a montré une surexpression de FGFR2 dans les cancers ovins et

une sous expression de FGF2 dans les cancers humains. FGFR2 joue un rdle important dans la prolifération
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des cellules tumorales, ainsi sa surexpression dans les adénocarcinomes pulmonaires ovins n’est peut-étre pas
liée & l'angiogenése mais a la prolifération des cellules tumorales pulmonaires (511). Ces différents aspects
sont cohérents avec les caractéristiques non métastatiques des cancers Iépidiques humains et ovins et sont

différents des observations faites dans les tumeurs invasives (Figure 40).

Timeure invasives Adenocarcflnorpes pulmonaires ovins
induits par JSRV
N\ N Vi
FGFs
= e
¥ \ vecrs

N &«
#Dégradation de la A Angiogenése et ADégradation de la 3 Angiogenese et
matrice extracellulaire  lymphangiogenése matrice extracellulaire  lymphangiogeneése

Métastases MétgpRases

Figure 40: Hypothése de régulation de la voie de I'angiogenese dans les adénocarcinomes
pulmonaires ovins induits par JSRV.
L'expression des génes de la voie de I'angiogenése dans les tumeurs invasives est décrite a gauche et celle
dans les adénocarcinomes pulmonaires ovins induits par JSRV & droite. Les genes surexprimés sont indiqués
en rouge, les sous exprimés en vert et les génes dont I'expression est stable en gris.

Il est connu que certaines protéines virales telles que la protéine LANA du virus HHV8 ou la protéine
LMP1 du virus EBV ont la capacité d'activer I'angiogenése (418, 486). Nous avons voulu vérifier I'implication de
JSRV dans lactivation des génes de I'angiogenése. Aucune corrélation n’a été trouvée entre le niveau
d’expression des ARN de JSRV et les niveaux d’expression des différents génes de I'angiogenése. Pour étre
surs de I'impact du virus sur les cellules tumorales, il serait intéressant de vérifier I'expression des génes de la

voie de I'angiogenése in vitro sur des cellules infectées ou non par JSRV.

Certains cancers n'activent pas I'angiogenése tumorale et répondent au déficit en oxygéne et en
nutriments en changeant de métabolisme cellulaire (6). Lors de I'analyse transcriptomique ovine, une des voies
dont l'expression des génes était dérégulée était la voie du métabolisme cellulaire. Il serait pertinent de voir
quels génes de cette voie sont dérégulés afin de comprendre comment ces tumeurs pulmonaires continuent de
se développer sans nouvel apport sanguin. En effet, il a été remarqué que dans les tumeurs pulmonaires, les
cellules tumorales pouvaient utiliser les vaisseaux sanguins déja existants pour se nourrir et proliférer (399)

mais cet apport en nutriment est-il suffisant lorsque la tumeur envahie l'intégralité du poumon ? Dans ces
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circonstances, est-ce le changement métabolique qui permet aux cellules tumorales de survivre et de se

multiplier ?

En conclusion, ce travail de thése a permis de mieux caractériser 'adénocarcinome pulmonaire ovin
comme modéle d’étude pour 'adénocarcinome Iépidique humain. Il a également permis de mettre en évidence
un blocage de la voie de I'angiogenése dans les cancers ovins et humains participant a la limitation de la
dissémination extra-thoracique des adénocarcinomes lépidiques. L'étude en paralléle de ces deux cancers doit
étre poursuivie et permettra peut-étre de comprendre les mécanismes de transformation spécifiques des

cellules tumorales en lésions Iépidiques et comment prévenir cette transformation.
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