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RESUME

N

Les métastases sont a l'origine dans 90% des cas du déces des patients et sont donc un enjeu
thérapeutique majeur. Les traitements anti-angiogéniques qui inhibent la vascularisation tumorale et
augmentent I'hypoxie, ont une efficacité limitée en clinique. Cette inefficacité pourrait étre une
conséquence de I'hypoxie. En effet, des liens ont été établis entre I'hypoxie et le changement
métabolique des cellules tumorales, I'augmentation des cellules souches cancéreuses, la transition
épithélio-mésenchymateuse et la résistance aux traitements. Des arguments expérimentaux et cliniques

suggerent que I'hypoxie pourrait directement induire la dissémination métastatique.

Ces observations nous ont poussés a réévaluer le role de I’'hypoxie dans la dissémination métastatique en
nous focalisant sur I'étude du premier inhibiteur endogene de I'angiogenese identifié, la

Thrombospondine 1 (TSP1). La TSP1 est également un activateur du TGFJ latent.

L'objectif de ce travail a été d’étudier le réle de la TSP1 dans la progression et la dissémination tumorale
du cancer du sein métastatique. En clinique, nous avons observé que I'expression de la TSP1 est corrélée

aux marqueurs d’agressivité et qu’elle augmente avec le grade tumoral.

Dans un modele orthotopique de tumeurs mammaires métastatiques, nous avons montré que l'inhibition
de la TSP1 réduit fortement I'EMT, l'invasion et les métastases pulmonaires alors méme que la
vascularisation de la tumeur primaire est densifiée et plus fonctionnelle, réduisant I'hypoxie. Pour
déterminer le role de la TSP1 dans la survenue des métastases, nous avons effectué des mutations
ponctuelles de ce géne dans le domaine d'activation du TGFP ou dans celui de la liaison au CD36 qui
médie majoritairement les propriétés anti-angiogéniques de la TSP1. La mutation de I'une ou l'autre de
ces séquences entraine une diminution drastique des métastases pulmonaires, ce qui confirme
I'importance du TGFB dans la dissémination métastatique. Nos résultats établissent également un lien
direct entre I'hypoxie et les métastases : l'inactivation des propriétés anti-angiogéniques de la TSP1, qui
augmente la perfusion tumorale et diminue fortement I'hypoxie sans modifier la croissance des tumeurs

primaires, bloque la dissémination métastatique alors méme que les cellules ont la capacité de migrer.

Ce travail nous conduit a proposer un nouveau concept thérapeutique, visant a normaliser la
vascularisation tumorale et a réduire I'hypoxie par une stratégie "anti-antiangiogénique" basée sur
I'inhibition de la TSP1. Cette stratégie devrait inhiber la dissémination métastatique et favoriser la
pénétration des traitements chimiothérapeutiques et augmenter l'efficacité de la radiothérapie,

dépendante de la présence d'oxygéne.



ABSTRACT

Metastasis are responsible for 90% of cases of patients death and so represent a major therapeutic
challenge in oncology. Anti-angiogenic treatments, which inhibit tumor vascularization and increase
hypoxia, have limited clinical efficiency. This inefficiency could be a consequence of hypoxia. Indeed, links
have been established between hypoxia and: metabolic changes in tumor cells, increase in cancer stem
cells, epithelial-mesenchymal transition and resistance to treatment. Experimental and clinical evidence

also suggest that hypoxia may directly induce metastatic dissemination.

These observations led us to reassess the role of hypoxia in metastatic dissemination by focusing on the
study of the first identified endogenous angiogenic inhibitor, the Thrombospondin 1 (TSP1). TSP1 is also

an activator of latent TGFp.

The aim of this work was to study the role of TSP1 in tumor progression and dissemination of metastatic
breast cancer. In clinicc we observed that the expression of TSP1 is correlated with markers of

aggressiveness and that it increases with tumor grade.

In an orthotopic model of metastatic breast tumors, we have shown that inhibition of TSP1 strongly
reduce EMT, invasion and lung metastasis meanwhile the vascularization of the primary tumor is
densified and more functional, thus reducing hypoxia. To determine the role of TSP1 in the occurrence of
metastasis, we generate point mutations of this gene in TGF3 activation domain or in the binding domain
to CD36 that predominantly mediates the anti-angiogenic properties of TSP1. Mutations of either of
these sequences result in a drastic decrease in lung metastasis, which confirms the importance of TGFf in
metastatic dissemination. Our results also demonstrate a direct link between hypoxia and metastasis: the
inactivation of anti-angiogenic properties of TSP1, which increases tumor perfusion and decreases
hypoxia without affecting primary tumor growth, blocks metastatic dissemination even though the cells

have the ability to migrate.

This work led us to propose a new therapeutic concept aiming to normalize tumor vascularization and
reduce hypoxia by an "anti-antiangiogenic" strategy based on TSP1 inhibition. This strategy should inhibit
metastatic spreading, promote the diffusion of chemotherapeutic treatments and increase the efficiency

of radiotherapy, dependent on oxygen presence.
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INTRODUCTION

| - DONNEES GENERALES SUR LES CANCERS

Le cancer est une maladie qui se caractérise par une prolifération anarchique et incontrélée de cellules

anormales, se structurant pour former une masse tumorale au dépend du tissu environnant.

C’est un probleme de santé majeur dans le monde. Il représente la premiere cause de déceés en France,

29,72%, selon les données de I'Institut national du cancer.

En 2015, l'incidence des cancers chez les hommes est 1,2 fois supérieure a celle des femmes et leur taux
de mortalité est 1,3 fois plus important. Des différences existent entre les hommes et les femmes,
notamment sur la localisation des tumeurs. Les cancers causant le plus grand nombre de déceés sont le

poumon chez I'homme et le sein chez la femme (Figure 1).

Figure 1: Nombre de cas et de décées par cancer par localisation en 2012 chez ’'homme et chez la femme en

France. (Institut national du cancer)



Le nombre de nouveau cas de cancer en France a augmenté de 109% entre 1980 et 2012 alors que le

nombre de déces n'a augmenté que de 15% sur la méme période (Figure 2).

Figure 2 : Taux d’incidence et de mortalité de tous les cancers en France pour 100 000 personnes par années,
standardisés par rapport aux taux d’incidence mondiaux, chez ’homme et la femme entre 1980 et 2012. (Institut
national du cancer)

Ces chiffres sont le reflet de plusieurs facteurs: une augmentation de l'efficacité des traitements
existants, l'apparition de nouveaux traitements (traitements spécifiques d’une mutation, traitements
anti-angiogéniques, dernierement l'immunothérapie) et une augmentation du dépistage précoce qui

permet de diminuer fortement la mortalité mais augmente I'incidence apparente.

Malgré ces grandes avancées thérapeutiques, il reste une population de tumeurs qui sont résistantes a
tous les traitements disponibles. Ces tumeurs sont particulierement agressives et le pronostic de survie
des patients est sombre, car elles sont capables de disséminer dans I'organisme pour former des tumeurs
secondaires appelées métastases. Dans 90% des cas, ce sont les métastases qui causent le déceés du

patient.

Il est donc indispensable de mieux comprendre les facteurs et les mécanismes impliqués dans la

dissémination tumorale pour développer de nouvelles thérapies ciblant ce phénomeéne.



I - PROCESSUS METASTATIQUE

Le processus métastatique comporte quatre grandes étapes successives, sur lesquelles des travaux

récents apportent un nouvel éclairage.

Lintravasation est le passage de la cellule tumorale de la tumeur primaire vers la circulation sanguine ou

lymphatique.

La majorité des cancers sont des carcinomes qui se forment a partir de cellules épithéliales. Ces cellules
forment I'épithélium qui recouvre la partie externe et interne d’un organe. Elles possédent une polarité
apico-basale qui définit des domaines fonctionnellement et biochimiquement distincts. Elles ont
également la particularité d'étre reliées les unes aux autres par plusieurs types de jonctions
intercellulaires (serrées, adhérentes et communicantes), constituant une barriére qui empéche I'entrée
de molécules indésirables ou de pathogenes, tout en laissant passer les molécules essentielles a la vie de
I'organe, comme les nutriments. Les marqueurs les plus connus de ces cellules sont les familles des

Cadhérines, des Claudines et des Connexines (Takeichi 2014) (Figure 3).

Il est communément admis que pour intravaser, les cellules cancéreuses épithéliales subissent une
transition vers un phénotype mésenchymateux appelé transition épithélio-mésenchymateuse (EMT)
(Marcucci et al. 2016). Les cellules mésenchymateuses forment le mésenchyme, tissu de soutien et de
réserve des organes. Elles sont caractérisées par une capacité de pluripotence, une faible quantité de
jonctions intercellulaires et une polarité « avant arriére » adaptée a la migration/invasion du tissu. La N-
Cadhérine, la Vimentine et I'alpha smooth muscle actin (aSMA) sont des marqueurs de ces cellules

mésenchymateuses (Lamouille et al. 2014) (Figure 3).

L'idée qu'une cellule épithéliale puisse modifier I'expression de ses génes pour induire un changement de
phénotype et acquérir les caractéristiques d’une cellule mésenchymateuse a émergé dans les années 80
avec des études sur les embryons de poulets (Hay 1995). UEMT, caractérisée notamment par une
diminution de la E-Cadhérine et une augmentation de la N-Cadhérine, joue un réle majeur dans le
développement embryonnaire lors de la gastrulation, la formation du cceur et la fermeture du palais
(Revue des Maladies Respiratoires, 2005). Chez I'adulte elle est impliquée dans la réparation tissulaire et

la fibrose, notamment rénale et pulmonaire (Thiery 2003; Liu 2004).

Dans la tumeur, lors de I'EMT, la cellule tumorale se détache de I'épithélium en rompant les jonctions
cellule-cellule et cellule-matrice, puis remodele la matrice extracellulaire grace notamment a I'induction

des métalloprotéases matricielles (MMPs) pour progresser dans le tissu (Figure 3) et rejoindre la



circulation sanguine et/ou lymphatique en passant a travers la paroi des vaisseaux (Tam and Weinberg

2013).

Figure 3 : Modifications cellulaires intervenant au cours de la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT).
Modifié de (Lamouille et al. 2014)

Linducteur majeur de I'EMT est le Transforming Growth Factor beta (TGFB). Il interagit avec ses
récepteurs TGFBRI (ALK5) et TGFBRII et active notamment les voies des PI3K, des SMAD et des protéines
RHO, modulant I'expression génique, les changements du cytosquelette et la dissolution des jonctions
cellulaires (Akhurst and Hata 2012). D’autres voies d’induction de I'EMT ont été décrites, comme les
facteurs de transcription SNAIL, ZEB et TWIST, les glycoprotéines Wnt et Notch, mais également les

régulations épigénétiques via lI'action de miRNA (Lamouille et al. 2014).



Dans le cas des vaisseaux lymphatiques, le passage des cellules tumorales dans la circulation est facilité
par la discontinuité de la lame basale et I'absence de péricytes (Wong and Hynes 2006). La détection de
cellules tumorales dans les ganglions drainants la tumeur est un indicateur précoce de dissémination

métastatique (Alitalo et al. 2005).

En ce qui concerne la voie sanguine, I'intravasation des cellules tumorales est fortement influencée par la
densité vasculaire et la structuration des vaisseaux sanguins. Labsence de péricytes et une
hyperméabilité vasculaire favoriseraient I'entrée des cellules dans la circulation (Carmeliet and Jain 2011).
La formation des vaisseaux tumoraux par le processus d’angiogenése tumorale sera détaillée dans la
troisieme partie. Une forte densité vasculaire a été décrite comme favorisant I'intravasation des cellules

tumorales (Tien et al. 2001).

D’apres de nombreuses études précliniques, I'EMT est nécessaire a I'intravasation et a I'extravasation des
cellules tumorales qui conduisent a la dissémination tumorale dans I'organisme (Wendt et al. 2010;
Labelle et al. 2011; Jayachandran et al. 2014; Xu et al. 2015; Zomer et al. 2015). Cependant ce mécanisme
est difficile a démontrer et a quantifier en clinique. En effet, 'EMT est un phénoméne dynamique entre
deux états phénotypiques d’une cellule avec une coexpression de marqueurs épithéliaux et
mésenchymateux. De plus, la cellule tumorale est capable de réaliser la transition inverse, c’est a dire
passer d’'un état mésenchymateux vers un état épithélial. Cette transition est appelée la transition
mésenchymo-épithéliale (MET) (Figure 3). Il n’est pas possible sur une biopsie de discriminer les cellules
qui s’engagent dans I'EMT de celles qui l'ont déja réalisé ou de celles qui ont subi une MET (Tam and

Weinberg 2013).

Toutefois des études ont montré que certains marqueurs mésenchymateux sont retrouvés en plus grande
quantité dans certains sous types de cancers. Par exemple dans le cancer du sein, les marqueurs
mésenchymateux : Vimentine, N-Cadhérine, Snail, Slug, Twist sont le plus souvent retrouvés
spécifiguement dans le sous-type basal qui correspond au sous-type le plus agressif et de mauvais
pronostic. C’'est également le cas dans les tumeurs des poumons de hauts grades (Tam and Weinberg

2013).

En revanche dans un travail trés récent, les auteurs ont montré dans trois modeles de souris
transgéniques de cancers mammaires que les cellules tumorales composant les métastases pulmonaires
ont majoritairement un phénotype épithélial et n‘ont a aucun moment subi I'EMT durant leur
dissémination (Fischer et al. 2015). Les cellules tumorales épithéliales seraient donc capables d’intravaser

sans subir une EMT. Ce travail récent n'a cependant pas été confirmé dans d'autres modeles.



Une fois dans la circulation sanguine, les cellules tumorales circulantes (CTC) n‘ont plus de contact avec
d'autres cellules ni avec la matrice extracellulaire. Dans une cellule normale, cette perte d’interaction,
induit une mort cellulaire programmée, appelée anoikis (Frisch et al. 2013). Elle joue un réle clé au cours
de 'embryogenéese et permet le maintien de I’lhoméostasie notamment lors du renouvellement tissulaire
par exemple dans l'intestin ou dans la peau (Fouquet et al. 2004). Les cellules tumorales possedent un
controle anormal des voies de mort cellulaire et une activation continue des voies de survie, ce qui leur
permet de résister a I'anoikis (Swan et al. 2003; Simpson et al. 2008). C’est particulierement le cas pour

les cellules tumorales ayant subi 'EMT (Yu et al. 2013).

Par ailleurs, les CTC déclenchent une agrégation plaquettaire ayant pour conséquence la formation
d’emboles néoplasiques, recréant des interactions cellule-cellule. Ces emboles permettraient aux cellules
tumorales de se protéger des chocs contre la paroi des vaisseaux, des forces de cisaillement dues a la

forte pression du flux sanguin et de leur reconnaissance et destruction par le systeme immunitaire

(Nieswandt et al. 1999). En accord avec cela il a été mis en évidence que la déplétion de la glycoprotéine
Iba, exprimée a la surface des plaquettes et qui joue un réle majeur dans leur agrégation avec les cellules
tumorales, diminue de dix-neuf fois le nombre de foyers métastatiques dans les poumons (Jain et al.

2007).

L'étude des CTC est en plein essor car le nombre de CTC a une valeur pronostique dans certains cancers.
L'abondance des CTC est corrélée a la progression et a la dissémination tumorale dans le cancer du sein,
de la prostate, du poumon et du cancer colorectal. La quantification et la caractérisation phénotypique
des CTC sont actuellement utilisées comme marqueur dans plus de 270 essais cliniques. Elles sont
également utilisées pour la classification Tumor Node Metastasis (TNM) sous le sigle MO(i+), dans le
cancer du sein, mais ne sont pas encore utilisées pour le choix du traitement (Alix-Panabieres and Pantel

2014).

De plus en plus de techniques permettent maintenant de quantifier les CTC et de les isoler, soit par leur
propriétés biologiques (sélection positive grace a des marqueurs spécifiques ou sélection négative en
éliminant toutes les autres cellules présentes dans le sang) soit par leurs propriétés physiques, leur taille

étant plus importante que celles des autres cellules sanguines (Figure 4).



Figure 4 : Différentes techniques d’enrichissement des CTC. Il est possible de trier les CTC grdce a leurs propriétés
biologiques. a) Sélection positive : Les CTC sont triées grdce a des anticorps dirigés contre des marqueurs de cellules
épithéliales (EPCAM, E-Cadhérine) et/ou par des marqueurs de cellules mésenchymateuses (N-Cadhérine) car les
cellules normalement présentes dans le sang n’expriment pas ces marqueurs. b) Sélection négative : Un anticorps
dirigé contre CD45, marqueur communément exprimé par les lymphocytes, est utilisé pour retirer les lymphocytes de
I’échantillon. Il est également possible d’enrichir I’échantillon en CTC en utilisant leurs propriétés physiques qui sont
différentes des autres cellules du compartiment sanguin en terme de c) taille d) déformabilité e) densité f) charges
électriques g) inertie. Enfin il est également possible d’enrichir en utilisant a la fois les propriétés biologiques et
physiques des CTC. (Alix-Panabieres and Pantel 2014)

Cependant la concentration des CTC dans le sang est tres faible, de I'ordre de 1 a 10 cellules pour 10ml de
sang. Leur détection est donc un véritable challenge, quelle que soit la technique utilisée. D’autant plus
que les CTC retrouvées sont trés hétérogenes en termes de phénotype et d’expression de marqueurs. La
détection par un marqueur spécifique, par exemple le marqueur épithélial EpCam, introduit un biais. En
effet, les CTC n’exprimant pas ce marqueur sont éliminées, ce qui génere des faux négatifs. La tendance
est donc a l'utilisation d’un cocktail de marqueurs permettant d’augmenter le champ de détection. Le
risque étant d’augmenter également la probabilité d’isoler des cellules normales qui expriment un des

marqueurs du cocktail utilisé a I'origine de faux positifs (Alix-Panabieres and Pantel 2014).

La caractérisation phénotypique et I'étude du profil d’expression génique des CTC isolées devraient
permettre d’identifier de nouveaux marqueurs spécifiques des CTC et de mieux comprendre les
mécanismes mis en jeu dans l'intravasation et la survie dans la circulation. Par exemple, des études
récentes mettent en évidence que les CTC expriment des marqueurs de I'EMT et de cellules souches qui

sont des indicateurs d’agressivité tumorales (Mitra et al. 2015).

La recherche sur les CTC pourrait permettre a plus long terme de concevoir des thérapies personnalisées
avec l'utilisation de xénogreffes réalisées a partir des CTC isolées du sang du patient, permettant de tester
les molécules efficaces sur ces cellules responsable de la dissémination métastatique et de la rechute des

patients (Alix-Panabieres et al. 2016).



Pour s'implanter dans un tissu distant et y former une métastase, la cellule doit sortir de la circulation

sanguine. Cette extravasation est facilitée par des mécanismes passifs et actifs.

En passant dans les capillaires de petit diameétre, la cellule tumorale est freinée ou arrétée induisant un
temps de latence permettant la mise en place d'interactions moléculaires spécifiques (Kienast et al.
2010). Les emboles tumoraux formés dans la circulation favorisent cette étape, du fait de leur taille plus
importante que celle d’une cellule isolée (Im et al. 2004). Le drainage lymphatique et sanguin des

organes joue donc un réle important dans |'extravasation.

Cependant il a été observé que les cancers possedent des sites métastatiques préférentiels qui ne
peuvent étre expliqués seulement par la forte perfusion d’un organe. Les cancers de la prostate ou du
sein par exemple, métastasent préférentiellement dans les os alors que le foie et les poumons sont les

sites préférentiels du cancer du pancréas (Figure 5).

Figure 5 : Sites métastatiques des cancers solides les plus souvent observés en fonction de la localisation de la
tumeur primaire. (Nguyen et al. 2009)

Il existe donc une extravasation dirigée due a I'expression par les cellules endothéliales de molécules
d’adhésion spécifiques a un organe, reconnu par les cellules tumorales. Les CTC interagissent en effet
avec les cellules endothéliales des vaisseaux pour traverser la barriere endothéliale vers I'organe cible. Le
mécanisme de diapédése mis en jeu est semblable a celui utilisé par les leucocytes pour traverser
I'endothélium lors d’'une inflammation. La cellule tumorale interagit avec la cellule endothéliale via des
protéines d’adhésion comme les sélectines et les intégrines pour traverser I'endothélium (Nguyen et al.
2009). Par exemple les cellules de mélanomes sont capables d’interagir avec la protéine d’adhésion Lu-E-
CAM exprimée par les cellules endothéliales de poumons alors que les cellules tumorales de gliome et de

foie n‘ont pas d’affinité pour cette protéine d’adhésion (Zhu et al. 1991).



Les différences de structure de la barriere endothéliale qui délimite les organes peuvent également
influencer I'extravasation. La barriere hémato-encéphalique est par exemple particulierement étanche
grace a la combinaison des péricytes et des cellules gliales, comparée a celle de la moelle osseuse plus

facilement pénétrable car elle ne posséde pas de membrane basale (Figure 6).

Figure 6 : Différence de structures des vaisseaux en fonction des organes. (Nguyen et al. 2009)

Des travaux montrent que pour traverser la barriere endothéliale, la cellule tumorale doit exprimer des
protéines spécifiques pour cette barriere. Ces protéines semblent étre exprimées des la tumeur primaire
mais ne servir que lors de I'extravasation. Par exemple, les tumeurs de sein expriment I'interleukine 11
qui ne procure aucun avantage pour la croissance tumorale mais permet la formation des métastases
osseuses (Kang et al. 2003). La connaissance de ces marqueurs spécifiques dans la tumeur primaire
pourrait permettre de mieux prévoir dans quel organe les cellules métastaseront et donc de mieux les
cibler. Cette sélectivité pourrait étre également due a la libération de chimiokines par certains organes

qui attirent et orientent les cellules tumorales vers ces organes (Nguyen et al. 2009).



Une fois la barriere endothéliale traversée, la cellule tumorale interagit avec le stroma du
microenvironnement de I'organe hote pour s’y adapter. Pour cela, comme dans la tumeur primaire, elle
sécrete des facteurs de croissance pour permettre son développement, des facteurs immunosuppressifs
pour échapper au systeme immunitaire et des facteurs pro angiogéniques induisant la formation de

nouveaux vaisseaux sanguins (Kang et al. 2003; Nguyen et al. 2009).

Ces modifications ne sont pas immédiates car il a été observé en clinique un temps de latence important
entre la détection d’'une tumeur primaire et la rechute métastatique, variable suivant le type de cancer.
Par exemple, dans les cancers des poumons, la rechute métastatique est presque concomitante avec le
diagnostic (Hoffman et al. 2000) alors que dans le cas du cancer du sein le délai avant la rechute se
compte en années (Schmidt-Kittler et al. 2003). Ceci peut s’expliquer en partie par le fait que dans le cas
du cancer du sein, la détection est précoce comparée a celle du pancréas. Ce temps de latence
correspond au temps pendant lequel les cellules tumorales restent en « dormance » sous forme d’une
micrométastase, caractérisée par des cellules peu prolifératives et une mort cellulaire importante qui
maintien stable le nombre de cellules. La rechute métastatique se produit lorsque la micrométastase
devient une macrométastase caractérisée par une forte prolifération et une forte agressivité (Karrison et

al. 1999; Demicheli 2001).

Les facteurs influencant le passage de la micrométastase a la macrométastase ne sont pas clairement
démontrés. Un switch angiogénique permettant la formation de nouveaux vaisseaux sanguins semble
étre requis (Bergers and Benjamin 2003). En effet l'accessibilité vasculaire est considérée comme
nécessaire a la croissance des métastases. Cependant une étude récente montre que les métastases
pulmonaires formées a partir de six lignées tumorales différentes utilisent pour leur développement les
vaisseaux normaux existants par le mécanisme de cooptation (Szabo et al. 2015). Ces métastases seraient

donc angio-indépendantes.

L'angiogenéese tumorale joue un role majeur dans la dissémination métastatique puisqu’elle permet le
développement de la tumeur, elle favorise l'intravasation des cellules et semble nécessaire au

développement de la métastase.
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Il - ANGIOGENESE TUMORALE

En 1950 l'idée est émise que la croissance tumorale est dépendante d’un nouvel apport vasculaire (Algire
et al. 1950), mais c’est Judah Folkman en 1971 qui le démontrera (Folkman 1971). Pour se développer,
une tumeur a besoin comme les tissus normaux d'une vascularisation. Le réseau vasculaire apporte en
effet I'oxygene et les nutriments nécessaires a la respiration et au métabolisme cellulaire, il permet
I’élimination des déchets ainsi générés, et il transporte des informations entre les cellules via les facteurs
de croissance, les cytokines, les hormones, les ARNSs, les lipides et les exosomes (Hanahan and Weinberg

2011).

Toutefois, les vaisseaux sanguins préexistants dans le tissu sain ne suffisent pas pour alimenter une
tumeur en prolifération. Les cellules du centre de la tumeur, s’éloignent de plus en plus des vaisseaux et
au-dela d’une distance d'une dizaine d'assises cellulaires, les cellules se retrouvent en hypoxie (Folkman
2006). Le stress cellulaire engendré par ce manque d’oxygene est le plus agressif qui soit pour une cellule,
il conduit donc a la libération de facteurs induisant la formation de néovaisseaux a partir de vaisseaux

sanguins préexistants, par un processus appelé angiogenese (Carmeliet 2000).

A la suite des travaux de Folkman, I'étude de I'angiogenése a été largement approfondie, notamment
grace a un modele de cornée avasculaire permettant de caractériser les mécanismes mis en jeu

(Muthukkaruppan and Auerbach 1979).

Les vaisseaux sanguins normaux se forment lors du développement embryonnaire par vasculogenése a
partir de précurseurs hémangioblastiques. Ce sont des agrégats cellulaires mésodermiques, qui
produiront d’'une part des cellules souches hématopoiétiques, précurseurs de toutes les cellules
sanguines et immunitaires, et d’autres parts des progéniteurs endothéliaux, a l'origine des cellules
endothéliales composant les vaisseaux. Cette étape est suivie par une angiogenése qui permet au réseau
vasculaire de se développer a partir des vaisseaux sanguins préexistants, par exemple lors du

développement des membres (Figure 7).
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Figure 7 : Formation de la vascularisation mature lors du développement embryonnaire. (Carmeliet 2003)

Chez l'adulte, ce processus est restreint a la formation du placenta et a la transformation cyclique de
I'endometre chez la femme, mais également a la réparation tissulaire et a I'adaptation des tissus suite a
une ischémie (Smith 2001). Langiogenése doit pouvoir se mettre en place rapidement pour éviter la
nécrose des tissus, elle n'est donc pas éteinte chez I'adulte mais au contraire elle est maintenue dans un

état de quiescence rapidement activable (Carmeliet 2005).

L'identification de I'importance de I'angiogenése dans le cancer a guidé la recherche des facteurs qui
régulent l'angiogenese normale et pathologique et révélé la complexité de ces mécanismes qui
nécessitent une excellente coordination dans le temps et dans I'espace d'une multiplicité de facteurs

pour avoir des vaisseaux étanches et fonctionnels.

Pour maintenir en quiescence le processus angiogénique dans un tissu sain, tout en permettant la sortie
de quiescence lorsque c'est nécessaire, par exemple en cas de blessure, la formation de nouveaux
vaisseaux sanguins est régulée par deux grandes familles de facteurs : les inducteurs et les inhibiteurs
(Figure 8). L'équilibre entre ces facteurs, communément appelé la balance angiogénique, est rompu dans
la tumeur qui se comporte comme une blessure qui ne parvient pas a se réparer et dans laquelle

I'angiogenese ne revient pas a |'état de quiescence (Zetter 2008).
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Figure 8: La balance angiogénique. La régulation de l'angiogenése est un équilibre entre les facteurs pro-
angiogéniques (Activators) et les facteurs anti-angiogéniques (Inhibitors).(Zetter 2008)

L'étude de I'angiogenése a bénéficié du développement des méthodes de culture cellulaire et de biologie
moléculaire. De nombreuses molécules ayant des activités pro ou anti-angiogéniques ont été identifiées
et caractérisées (Figure 8). Seuls ceux reconnus comme jouant un réle majeur dans de nombreux cancers

sont présentés ci-dessous.

Facteurs pro-angiogéniques

Les facteurs pro-angiogéniques sont des activateurs de l'angiogenése, capables de stimuler la
prolifération, la migration et l'organisation tubulaire des cellules endothéliales via leurs interactions avec

des récepteurs situés sur les cellules endothéliales.

Le premier facteur pro-angiogénique découvert a été le Fibroblast Growth Factor 2 (FGF2 ou FGFb). Il
stimule la prolifération et la migration des cellules endothéliales, la dégradation de la matrice

extracellulaire et la modulation des molécules d’adhésion.

Le facteur pro-angiogénique considéré comme central de l'angiogenese est le Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF). Le KO d’un seul allele est |étal chez la souris, causant un défaut majeur du systéeme
vasculaire (Ferrara 2009). Son action pro-angiogénique est médiée majoritairement par sa liaison aux
récepteurs Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 1 et 2 (VEGFR1, VEGFR2), le récepteur VEGFR3

régulant quant a lui majoritairement la lymphangiogenése (Ferrara et al. 2003) (Figure 9).
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Figure 9 : Famille des protéines VEGFs et leurs récepteurs. La famille du VEGF est composé de 5 protéines
différentes : le VEGF-A (ou VEGF), le VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D et PIGF (Placenta Growth Factor). Les récepteurs
tyrosines kinases VEGFR1 et VEGFR2 régulent majoritairement I'angiogenése et la vasculogenése, le VEGFR3 régule
la lymphangiogenese. Les récepteurs Neuropiline 1 et 2 (NP1 et NP2) agissent comme des corécepteurs des VEGF
pour augmenter leur affinité pour les récepteurs tyrosine kinase VEGFR. (Ellis and Hicklin 2008)

La plupart des thérapies anti-angiogéniques actuellement utilisées dans le cancer ciblent le VEGF ou ses

récepteurs.

Facteurs Anti-angiogéniques

Les facteurs anti-angiogéniques inhibent la formation de nouveaux vaisseaux sanguins, notamment en
bloquant la prolifération et la migration des cellules endothéliales et en induisant leur apoptose. Il en
existe de plusieurs types: ceux actifs sous forme native (Platelet factor 4 ou PF4, Tissu inhibitor of
metalloproteinase ou TIMP), ceux générés par clivage de protéines de la matrice extracellulaire
(Endostatine, Tumstatine) et les produits de clivage d’autres protéines (Angiostatine, Prolactine) (Figure

8).

La Thrombospondine 1 (TSP1) est le premier anti-angiogénique endogéne découvert et un des plus
étudié. C’est une glycoprotéine de la matrice extracellulaire qui se lie a de nombreux récepteurs
cellulaires de surface et interagit avec des protéines extracellulaires. Elle inhibe la migration et
I'organisation des cellules endothéliales et induit leur apoptose. Cette fonction sera détaillée dans le

chapitre 6.
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Cependant la TSP1 régule de nombreux autres processus. De facon remarquable, c'est le cas de tous les
facteurs anti-angiogéniques et de la plupart des facteurs pro-angiogéniques. Il est important de noter que
le classement des régulateurs de I'angiogenéese entre facteurs pro ou anti-angiogéniques reflete mal la
complexité de la biologie de tous ces facteurs. Des fonctions anti-angiogéniques ont ainsi été démontrées
pour au moins une des isoformes du VEGF (Bates et al. 2002). De plus le VEGF a été identifié initialement

sous le nom de Vascular Permeability Factor car il régule la perméabilité vasculaire.

Switch angiogénique

Lors des multiplications initiales des cellules tumorales au sein du tissu, les cellules du centre de la
tumeur en formation, au-dela de quelques millimétres de diamétre, subissent un ensemble de stress. Ces
stress sont de plusieurs types : mécaniques, métaboliques, hypoxiques, immunitaires, inflammatoires,
génétiques (Carmeliet 2000) (Bergers and Benjamin 2003). Durant cette phase, les facteurs anti-
angiogéniques produits par le microenvironnement inhibent la formation de nouveaux vaisseaux

sanguins nécessaires a la croissance de la tumeur.

Laugmentation des différents stress lors de l'accroissement du volume tumoral active des oncogénes et
induit la délétion de génes suppresseurs de tumeurs, permettant a la cellule tumorale de s'adapter en
modifiant I'expression de son génome. Une des adaptations majeures mises en place par les cellules
tumorales est I'angiogenése qui permet a la tumeur de rompre I'équilibre de la balance angiogénique et
d'induire la formation de vaisseaux sanguins. Le switch angiogénique, qui correspond au passage d’'une
phase pré vasculaire a une phase vasculaire, accélere considérablement la croissance tumorale. Il est
généralement décrit comme une surexpression des facteurs pro-angiogéniques et une inhibition des
facteurs anti-angiogéniques. En réponse aux facteurs pro angiogéniques, les cellules endothéliales
composant les vaisseaux sanguins proliferent et migrent dans le tissu pour former de nouveaux

vaisseaux. (Figure 10)
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Figure 10 : Switch angiogénique. Le switch angiogénique est une étape du développement des tumeurs qui peut se
produire a différents moments de la progression tumorale. Les tumeurs commencent a se développer sous forme de
nodules avasculaires A) dormants dans lesquels le niveau de prolifération et d’apoptose induisent un état stable.
L'initiation de I'angiogenése doit se produire pour assurer la croissance exponentielle de la tumeur. Le switch
angiogénique commence par B) le détachement des péricytes et la dilatation des vaisseaux sanguins, suivie par C) la
germination angiogénique et D) la maturation des nouveaux vaisseaux formés par le recrutement des péricytes. La
formation des néo vaisseaux se poursuivra aussi longtemps que la tumeur se développe car ils sont indispensables a
I'apport en nutriments et en oxygeéne. (Bergers and Benjamin 2003)
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Mécanismes de formation des vaisseaux tumoraux

Plusieurs mécanismes ont été décrits pour la formation des vaisseaux tumoraux, ils sont décrits ci-

dessous. (Figure 11)

Figure 11 : Différents mécanismes de formation des vaisseaux. A) Sprouting angiogénique. B) Vasculogenése. C)
Intussusception. D) Cooptation des vaisseaux. E) Vascular mimicry. F) Différenciation des cellules tumorales en
cellules endothéliales. (Carmeliet and Jain 2011)

¢ Le « sprouting » ou bourgeonnement angiogénique

En réponse a des facteurs pro-angiogéniques, une cellule endothéliale composant un vaisseau déja
existant, se spécialise et émerge pour former un bourgeonnement, c’est la Tip cell. Elle guidera la
formation de nouvelles ramifications. Les cellules situées a c6té de cette Tip cell proliferent pour créer les

parois du nouveau vaisseau, ce sont les Stalk cells.

¢ Lavasculogenese

Les progéniteurs endothéliaux de la moelle osseuse sont recrutés au niveau de la tumeur et se

différencient en cellules endothéliales permettant la création de nouveaux vaisseaux.

¢ Lintussusception

Les cellules endothéliales forment une lumiére au centre d’un vaisseau, induisant sa séparation en deux

vaisseaux plus petits.
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¢ Cooptation des vaisseaux

Il est également possible que les cellules tumorales cooptent des vaisseaux, c’est-a-dire englobent des

vaisseaux normaux préexistants.

¢ Vascular mimicry

Certaines cellules tumorales ont la capacité de s'assembler en tubes, créant des pseudo vaisseaux qui
permettent le passage du flux sanguin en absence de cellules endothéliales. Ces pseudos vaisseaux sont

parfois constitués d'une mosaique de cellules endothéliales et tumorales.

Les cellules cancéreuses ayant des capacités de pluripotence, appelées cellules souches cancéreuses
(CSC), peuvent se différencier en cellules endothéliales « tumorales » pour former les nouveaux

vaisseaux.

Aspect et fonctionnalité de la vascularisation tumorale

Les vaisseaux normaux sont composés de cellules endothéliales qui constituent la couche la plus interne
des parois vasculaires et de péricytes qui stabilisent les vaisseaux (Wilting et al. 2003). Une membrane
basale, située a l'interface entre I'épithélium et I'endothélium, recouvre presque toute la longueur des

cellules endothéliales.

La formation des vaisseaux tumoraux est un mécanisme imparfait. Langiogenése tumorale produit une
vascularisation hétérogéne, dans laquelle on ne peut faire la distinction entre capillaires, artérioles et
veinules. Les péricytes sont fréquemment détachés des cellules endothéliales, ce qui conduit a un défaut
d'étanchéité et a un diametre variable. Ces vaisseaux sont peu stables, en constant remaniement. Ceci
conduit a des vaisseaux souvent non fonctionnels, imparfaitement reliés entre eux ou ayant des fuites,

entrainant la formation de lacs sanguins qui rend le tissu tumoral trés hémorragique (Figure 12).

Figure 12: Comparaison de Ila vascularisation
normale et tumorale. Dans le tissu normal les
vaisseaux sanguins (représentés en rouge) sont
formés de cellules endothéliales organisées et
stabilisés par une importante couverture péricytaire
(les péricytes sont représentés en verts). Les
vaisseaux tumoraux quant a eux sont d’un diamétre
supérieur a celui des vaisseaux normaux, leurs
branchements ne sont pas organisés et leur
couverture péricytaire est faible. (Jain 2005)
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L'angiogenese tumorale est considérée aujourd’hui comme une des caractéristiques clé des cancers par

son role sur la tumeur primaire et sur la dissémination métastatique (Hanahan and Weinberg 2000).

En 1971, Judah Folkman avait émis deux hypothéeses. La premiére était que I'inhibition de I'angiogenése
tumorale devrait induire une forte hypoxie conduisant a la mort des cellules tumorales et a I'élimination
de la tumeur. Cette hypothése est a la base des traitements anti-angiogéniques utilisés actuellement en

clinique dans plusieurs types de cancers.

La deuxieme était que cette inhibition bloquerait la dissémination tumorale puisque les cellules

tumorales migrent majoritairement via les vaisseaux (Folkman 1971).
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IV - TRAITEMENTS ANTI-ANGIOGENIQUES

Le probléme majeur des traitements contre le cancer est 'apparition de résistances, liée a la plasticité
tumorale, elle-méme liée a l'instabilité génétique des cellules cancéreuses. Face a ce probleme
thérapeutique, le développement d'inhibiteurs de l'angiogenése est apparu comme une alternative

séduisante (Wu and Staton 2012) :

Ces traitements ciblent les cellules endothéliales de I'h6te dans le but de provoquer une forte hypoxie
induisant la mort des cellules tumorales. Pour cela ils inhibent la formation de nouveaux vaisseaux
sanguins et déstabilisent la vascularisation déja en place. Les cellules endothéliales étant génétiquement

stables, ces traitements ne devraient donc pas conduire au développement de résistances.

Les cellules endothéliales étant directement en contact avec le sang qui achemine les antiangiogéniques,

le traitement devrait étre tres efficace.

L'angiogenese physiologique chez I'adulte est restreinte, le traitement devrait donc étre spécifique des

vaisseaux tumoraux en formation, et ne pas générer d'effets secondaires.

IIs sont utilisables dans un grand nombre de tumeurs solides, car la plupart sont dépendantes de

I'angiogenese.

Les inhibiteurs de I'angiogenése peuvent étre associés avec des traitements ciblant les cellules tumorales.

L'avantage majeur pergu pour ces thérapies est la possibilité de cibler a la fois la tumeur primaire et les

métastases qui sont dans la majorité des cas résistantes a tous les traitements.

Les premieres études précliniques ont montré que l'inhibition du facteur pro-angiogénique majeur, le
VEGF, induit une forte diminution du volume tumoral associée a une diminution de la densité vasculaire
dans des modeles de rhabdomyosarcomes, de glioblastomes et de leiomyosarcomes (Kim et al. 1993).
Par la suite d’autres études ont montré dans un modele de cancer colorectal une diminution du nombre
de métastases (Warren et al. 1995). Les résultats de ces premiéres études étaient trés encourageants et
ont été confirmés par de nouvelles études précliniques débouchant sur le développement et la mise sur
le marché du premier traitement anti-angiogénique, un anticorps monoclonal humanisé contre le VEGF,

le Bevacizumab.

Depuis cette découverte, la recherche sur les molécules anti-angiogéniques a connu un essor

considérable et généré de nombreuses molécules thérapeutiques, notamment des inhibiteurs de
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I'activité tyrosine kinase du récepteur VEGFR2 empéchant ainsi I'activation de la voie de transduction
déclenchée par le VEGF. Toutes les molécules autorisées aujourd’hui en clinique bloquent soit le VEGF,
soit le récepteur VEGFR2. De nouvelles molécules sont en évaluation clinique de phase lll, par exemple
les molécules ciblant le facteur pro-angiogénique angiopoiétine 1, utilisées en combinaison avec un anti-

VEGF permettant d'augmenter la spécificité et éviter les résistances (Jayson et al. 2016).

Lors de l'utilisation de ces traitements il a été observé deux types de réponses différentes. Les tumeurs
intrinsequement résistantes qui ne répondent pas au traitement, constituent le premier cas de figure.
Dans le cancer du sein, il a été montré que les tumeurs de haut grade surexpriment le facteur pro-
angiogénique FGF2 plutdt que le VEGF (Relf et al. 1997). Les traitements anti-angiogéniques ne ciblant a
I’heure actuelle que les voies du VEGF n’ont aucune efficacité sur ces tumeurs qui soutiennent leur

angiogenese via FGF2.

Le deuxiéme cas de figure est celui de tumeurs qui répondent dans un premier temps avec un
ralentissement de la progression tumorale se traduisant par une augmentation de la PFS. Néanmoins,

méme ces tumeurs finissent par s'adapter et devenir résistantes (Kerbel et al. 2001).

Il semble donc qu’il soit impossible d’inhiber compléetement la progression tumorale en inhibant
I'angiogenése tumorale. Dans la majorité des traitements chimiothérapeutiques, les cellules finissent par
muter le géne ciblé par la chimiothérapie les rendant ainsi insensibles aux traitements. Dans le cas des
traitements anti-angiogéniques il na pas été montré de mutations des cellules endothéliales. Au
contraire, l'inhibition de la cible est bien démontrée et se maintien dans le temps, mais la tumeur

développe une autre voie pour réaliser de I'angiogenése ou devient angio-indépendante.

Quatre modes d’évasion aux traitements anti-angiogéniques ont été proposés : une activation et/ou une
surexpression des autres facteurs pro-angiogéniques par exemple le FGF ou l'angiopoiétine 1; le
recrutement de progéniteurs endothéliaux de la moelle osseuse capables de produire de nouvelles
cellules endothéliales ; 'augmentation de la couverture péricytaire permettant de mieux stabiliser les
vaisseaux déja existants ; et I'activation de I'invasion pour coloniser un nouveau tissu ne nécessitant pas

de néovascularisation (Bergers and Hanahan 2008).

Ces observations remettent clairement en question le fait que la progression tumorale nécessite une

angiogenése tumorale continue pour son développement.
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Onze molécules anti-angiogéniques sont approuvées pour le traitement du cancer aujourd’hui et plus
d’une centaine d’essais cliniques sont en cours (Figure 13). Cette thérapie est considérée comme la 4°™

modalité de traitement apres la chirurgie, la chimiothérapie et la radiothérapie (Folkman 2006).

Figure 13 : Molécules anti-angiogéniques approuvées et leurs indications. FDA : Food and Drugs administration.
EMA : European Medicines Agency. (Jayson et al. 2016)

Cependant, les traitements anti-angiogéniques étaient porteurs de grands espoirs qui ne se sont

malheureusement que partiellement vérifiés.
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En effet, les traitements anti-angiogéniques ont montré une augmentation significative de la survie sans
progression (PFS) associée a une diminution de la douleur, celle ci s’expliquant en partie par une
diminution de la pression interstitielle. Néanmoins l'augmentation de la survie globale est modeste et
restreinte a certains cas comme le cancer du rein métastatique, le cancer colorectal métastatique et le

cancer du poumon non a petites cellules métastatique (Carmeliet and Jain 2011).

De plus, il existe un frein a ces traitements. Contrairement a ce qui était prévu, ils induisent de nombreux
effets secondaires: hypertension artérielle, hémorragies, thromboses, perforations intestinales,
protéinurie reflet d’atteintes rénales, dérégulations thyroidiennes et nausées. Ces effets inattendus
peuvent s’expliquer par le fait, que de facon semblable a de nombreuses protéines régulant
I'angiogenése, le VEGF posséde d’autres fonctions, notamment dans la réparation tissulaire, la formation
des os, la migration des cellules neuronales (Carlevaro et al. 2000) et qu’il est exprimé de facon
ubiquitaire. Les inhibiteurs de tyrosine kinase utilisés, ne sont pas spécifiques du récepteur VEGFR2,
induisant une augmentation de l'efficacité du traitement par I'inhibition de plusieurs cibles impliquées

dans I'angiogenése, mais modifiant également des fonctions physiologiques importantes.

Dans certaines indications, les traitements anti-angiogéniques sont utilisés en combinaison avec des
chimiothérapies. C’'est assez paradoxal car, par définition les traitements anti-angiogéniques détruisent et
empéchent la formation des vaisseaux sanguins irrigants la tumeur, diminuant de ce fait I'accessibilité a la
tumeur et donc la perfusion et l'efficacité des drogues chimiothérapeutiques. L'hypoxie massive induite
diminue également l'efficacité de la radiothérapie puisque le mécanisme d’action de cette derniere

nécessite de I'oxygéne pour créer les espéces réactives de I'oxygene conduisant a la mort cellulaire.

Néanmoins certaines combinaisons chimiothérapies et anti-angiogéniques ont montré une meilleure
efficacité que les drogues chimiothérapeutiques seules. Par exemple, la combinaison irinotecan,
fluorouracil, leucovorin (IFL) et Bevacizumab permet une augmentation de la survie globale de 5 mois

comparé a la chimiothérapie IFL seule dans le cancer colorectal métastatique (Hurwitz et al. 2004).

De méme une étude préclinique montre de facon paradoxale que les traitements anti-angiogéniques
augmenteraient I'oxygénation des tumeurs et donc l'efficacité de la radiothérapie quand ils sont délivrés
en méme temps (Lee et al. 2000). Ce qui a été confirmé par une étude de phase | sur quarante sept
patients avec des cancers du poumons inopérables malgré des effets secondaires importants notamment
sur la fonction cardiaque (Liao et al. 2005). Ces données doivent étre confirmées a plus grande échelle et

dans d’autres cancers.
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Rakesh Jain le premier a formulé le concept de normalisation vasculaire pour notamment tenter
d'expliquer pourquoi les traitements antiangiogéniques pouvaient dans certains cas améliorer |'efficacité

des chimiothérapies associées (Figure 14).

Figure 14 : Concept de normalisation vasculaire. A) Dans le tissu normal, il existe un équilibre entre les molécules
pro-angiogéniques (représentées en dégradé de verts) et les molécules anti-angiogéniques (représentés en dégradé
de rouges) qui permet le maintien d’une alimentation vasculaire organisée et efficace. B) Les tumeurs produisent des
facteurs pro-angiogéniques qui induisent la formation d’un réseau vasculaire anormal et inefficace. C) Une thérapie
anti-angiogénique judicieusement administrée peut rétablir I'équilibre de la balance angiogénique vers un état
proche de celui retrouvé dans le tissu normal. Cette normalisation du réseau vasculaire permet I'amélioration de la
perfusion et de I'efficacité des traitements. D) Une stratégie anti-angiogénique trop puissante et/ou persistante peut
complétement détruire le réseau vasculaire, empéchant la perfusion de la chimiothérapie et diminuant I'efficacité de
la radiothérapie par manque d'oxygéne. Dans les tumeurs humaines, I'état vasculaire de la tumeur en C) revient
généralement a I'état vasculaire en B) aprés une «fenétre de normalisation» (représenté par la double fléche).
Abréviations : Anti: molécules anti-angiogéniques; IFP : pression du liquide interstitiel; pO2 : le niveau d'oxygéne
dans les tissus; Pro : molécules pro-angiogéniques. (Gerstner et al. 2009)

Dans les premiers temps d'un traitement anti-angiogénique, la diminution de la signalisation du VEGF,
détruit en premier les vaisseaux non fonctionnels et les vaisseaux mieux organisés sont stabilisés. La
perfusion et I'oxygénation tumorale seraient ainsi améliorées. Durant cette « fenétre thérapeutique » la
pénétration des traitements associés serait facilitée, augmentant |'effet des chimiothérapies et la
radiothérapie. Mais cet état n’est que transitoire, puisque la poursuite du traitement déséquilibre la
balance dans l'autre sens et induit une hypoxie massive dont on soupgonne aujourd'hui ['effet

prométastatique qui sera détaillée dans le chapitre cing.

32



Rakesh Jain propose aujourd'hui de modifier le mode d'administration, la dose et la durée des inhibiteurs
de l'angiogenése pour prolonger cet état transitoire de normalisation vasculaire pour revenir a une
vascularisation proche de celle retrouvée dans un tissu sain (Jain 2005). Ce concept n’a cependant pas été

démontré.

Par ailleurs, il est trés difficile d’utiliser cette fenétre thérapeutique en clinique, car il n‘existe pas de
marqueurs indiquant le moment opportun pour utiliser les traitements chimiothérapeutiques et
radiothérapeutiques. Une étude a méme établi que la perfusion de la chimiothérapie n‘est a aucun

moment améliorée par 'utilisation des anti-angiogéniques (Van der Veldt et al. 2012).

En 2009, deux études démontrent dans des modeles de cancer du pancréas, du sein, de mélanome et de
glioblastome, qui font partie des cancers les plus agressifs, que les inhibiteurs de la voie du VEGF
induisent une diminution du volume tumoral de fagon transitoire mais qu’ils augmentent I'invasion et la

dissémination métastatique (Ebos et al. 2009; Paez-Ribes et al. 2009). (Figure 15)

Figure 15 : Résumé schématique des différents mécanismes d’adaptation tumorale en réponses aux inhibiteurs de
Pangiogenése. Dans un premier temps, la diminution de la vascularisation tumorale induit une régression du
volume tumoral, puis des mécanismes d'évitement et de résistance aux traitements anti-angiogéniques se mettent
en place, notamment une augmentation de I’invasion locale et des métastases. (Paez-Ribes et al. 2009)
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Dans la grande majorité des cancers cliniques, il n'a cependant pas été montré d'augmentation ni de
diminution de l'incidence des métastases suite a un traitement antiangiogénique. Dans le glioblastome
cependant, aprés une régression du volume tumoral, on observe une augmentation de l'invasion

tumorale (Figure 16).

Figure 16 : Imagerie de suivi d’un patient atteint d’un glioblastome avant et aprés traitement par le bevacizumab
(anticorps dirigé contre le VEGF). A) L'Imagerie par Résonance Magnétique (IRM) d'un patient porteur d’un
glioblastome montre aprés traitement avec le Bevacizumab et I'Irinotécan (agent chimiothérapeutique) une
disparition de la masse tumorale visible. B) L'utilisation d’un type d’IRM différent permettant la mise en évidence de
I'inflammation et du gonflement du cerveau montre une infiltration de la tumeur dans des régions du cerveau
(localisées par des fléches) qui n’étaient pas atteintes avant le traitement. (Ellis and Reardon 2009)

Les traitements anti-angiogéniques permettent donc de ralentir la progression tumorale et d’améliorer
I'efficacité de la chimiothérapie et la radiothérapie dans des indications tres particulieres mais ne

permettent pas d’inhiber les métastases qui sont la cause de la rechute des patients.

Bien que cela reste a confirmer en clinique dans d'autres cancers que le glioblastome, on ne peut pas
exclure qu'ils stimulent la dissémination métastatique. Ils possedent également des effets secondaires qui
limitent leur usage chez de nombreux patients. Il est donc important de réévaluer les conséquences de

ces traitements et plus précisément le réle de I’hypoxie qu'ils augmentent.
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V - HYPOXIE TUMORALE

L'hypoxie est par définition un état d’oxygénation insuffisant du tissu ou de la cellule. Elle est considérée
comme le stress le plus toxique pour une cellule puisqu’elle conduit inévitablement a la mort cellulaire si
elle est maintenue, suivie de la nécrose du tissu. Vingt a trente secondes d'anoxie suffisent a entrainer la
disparition des fonctions conscientes du cerveau. Différents mécanismes existent pour compenser
rapidement ce manque d’oxygéne. Une augmentation de la fréquence et du volume respiratoire et du
débit sanguin est la premiere réaction de I'organisme pour contrecarrer |’hypoxie. Au niveau cellulaire, le
mécanisme de survie majeur est la stabilisation du facteur de transcription Hypoxia Inductible Factor 1
alpha (HIF1a) qui modifie la transcription d’'un pool de plus de 150 génes impliqués en particulier dans la

survie cellulaire, le passage d'un métabolisme aérobie a un métabolisme anaérobie et I'angiogenése.
Dans une tumeur, I’hypoxie est le principal inducteur de la synthése de facteurs pro-angiogéniques.

Cependant, de nombreuses études précliniques et cliniques montrent que les cellules tumorales mettent
en place différentes stratégies pour s'adapter a I’hypoxie ou pour la fuir, ce qui a terme contribue a la

sélection de cellules de plus en plus agressives et résistantes aux traitements.

Adaptation du métabolisme

Le glucose est le nutriment essentiel a la production d’énergie sous forme d’ATP nécessaire a la survie des
cellules et a leur prolifération. Il existe deux voies de production majeures d’ATP : la phosphorylation
oxydative, trés rentable en terme d’énergie car elle produit 36 molécules d’ATP pour 1 molécule de
glucose et la glycolyse anaérobie peu rentable car ne produisant que deux molécules d’ATP. Néanmoins la
conversion du glucose en ATP se réalise beaucoup plus rapidement via la glycolyse que par la
phosphorylation oxydative, les deux voies sont donc équivalentes en terme de production d’ATP (Liberti

and Locasale 2016).

La teneur en oxygéne modifie le métabolisme glucidique car I'oxygéne constitue un substrat nécessaire
de la respiration mitochondriale composant la voie de la phosphorylation oxydative. A la trés notable
exception des cellules endothéliales (Eelen et al. 2015), les cellules non cancéreuses, utilisent la
phosphorylation oxydative en présence d’'oxygene et utilisent la glycolyse anaérobie lorsque la teneur en

oxygene n’est plus suffisante (Vander Heiden et al. 2009).

Les cellules tumorales opérent un changement métabolique vers la voie glycolytique pour continuer a

proliférer quelle que soit la teneur en oxygene. Ce changement est décrit sous le nom d'effet Warburg,
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du nom de celui qui I'a décrit en premier ou glycolyse aérobie (Figure 17). Pour cela elles réalisent un
blocage total de la voie mitochondriale par une up régulation de la co-enzyme nicotinamide adénine
dinucléotide (NADH) et par une inhibition des génes impliqués dans la phosphorylation oxydative induite
par le facteur de transcription majeur induit par I'hypoxie HIF1. Ce changement nécessitant une
augmentation importante de la captation de glucose, les cellules tumorales surexpriment les

transporteurs du glucose (GLUT) (Tung et al. 2015).

Figure 17 : Représentation schématique de la phosphorylation oxydative, la glycolyse anaérobie, et la glycolyse
aérobie (effet Warburg). En présence d'oxygéne, les tissus différenciés métabolisent le glucose en pyruvate par
'intermédiaire de la glycolyse. Le pyruvate est ensuite oxydé en C02 dans les mitochondries au cours de la
phosphorylation oxydative. L'oxygéne est I'accepteur final des électrons produits lors de cette oxydation, il est donc
essentiel a ce procédé. Lorsque la teneur en oxygéne diminue, les cellules peuvent rediriger le pyruvate généré par la
dégradation du glucose vers la glycolyse anaérobie et générer du lactate. Warburg a observé que les cellules
cancéreuses, comme les tissus en prolifération, ont tendance a convertir le glucose en lactate méme en présence
d’oxygéne.(Vander Heiden et al. 2009)

Néanmoins il existe une forte hétérogénéité de métabolisme entre les différentes régions de la tumeur.
Des travaux ont par exemple montré que lorsque le milieu s’appauvrit en glucose, les cellules tumorales
sont capables d’utiliser a nouveau la phosphorylation oxydative, démontrant une forte plasticité
cellulaire. De méme le switch énergétique vers la glycolyse ne serait pas requis pour la progression
tumorale, puisque la phosphorylation oxydative seule est capable de maintenir la prolifération tumorale.
La composition du microenvironnement concernant la densité vasculaire et le gradient de nutriment,

semble moduler ce métabolisme (Liberti and Locasale 2016).
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Cependant, I’hypoxie renforce et soutient le changement métabolique vers la glycolyse qui permet une
adaptation des cellules tumorales, qui deviennent alors indépendantes de l'oxygéne. De plus, la forte
production d’ATP induit la formation de dérivés réactifs de l'oxygéne (ROS) qui inhibe les génes
suppresseurs de tumeurs et augmente l'activation d’'oncogenes et de GLUT1. Un cercle vicieux se crée et
augmente l'effet Warburg et la mise en places de mécanismes impliqués dans l'agressivité cellulaire

(Seliger et al. 2013; Tung et al. 2015).

Par exemple, la sur activation de la voie glycolytique induit une augmentation de I'expression des
enzymes impliquées dans la glycolyse dont certaines, comme la lactate dehydrogénase A (LDH-A) ont été
montrées comme responsables de la résistance des cellules tumorales aux traitements

chimiothérapeutiques et une augmentation de la dissémination métastatique (Zhou et al. 2010).

Le fructose 6 phosphate, nécessaire a la glycolyse, est également utilisée par la voie des hexosamines qui
conduit a la O-glycosylation de certaines protéines oncogenes qui augmentent leur agressivité (Ferrer
and Reginato 2014). Le facteur anti-angiogénique, TSP1 subit par exemple une O-Glycosylation
(Hofsteenge et al. 2001).

L'augmentation de l'activité glycolytique induit également une forte production du lactate qui est le
produit de dégradation du glucose. Le lactate entraine une diminution du pH du microenvironnement,
favorisant I'invasion cellulaire. L'acidification du milieu permet notamment un remodelage de la matrice

extracellulaire favorable a I'invasion et donc a la dissémination métastatique.

Les cellules souches cancéreuses

Certaines cellules de l'organisme, notamment les cellules souches possédant des capacités de
pluripotence, sont localisées dans des niches hypoxiques. L'hypoxie tumorale favorise le maintien et le
développement de cellules souches cancéreuses (CSC) qui sont particulierement bien adaptées a
I'hypoxie. La majorité des cellules tumorales ayant des caractéristiques de cellules épithéliales ne
survivent pas a une hypoxie massive malgré I'adaptation métabolique. L'hypoxie conduit donc a une

sélection des CSCs.

Les CSCs possedent toutes les caractéristiques des cellules agressives : elles sont résistantes aux
traitements, ce sont elles qui subissent majoritairement 'EMT et elles sont capables de reformer une

tumeur avec la méme hétérogénéité que la tumeur primaire.

Les CSCs représentent donc une population cellulaire importante a cibler pour éliminer la tumeur.
Cependant il est difficile de trouver des marqueurs spécifiques de cette population cellulaire, car elles

possédent les mémes marqueurs que les cellules souches saines normalement retrouvées dans le tissu
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atteint par la tumeur. De plus, il est difficile de trouver des traitements ciblant cette population de facon

efficace car elles ont une forte plasticité cellulaire et donc s’adaptent facilement.

Transition épithélio-mésenchymateuse

L'hypoxie a également été montrée comme étant un inducteur majeur de I'EMT. C’est un mécanisme clé
de la dissémination tumorale. Elle exerce cet effet notamment via le facteur de transcription HIF1 alpha,
stabilisé en condition hypoxique, qui induit la modification de I'expression des genes impliqués dans
I'EMT. Par exemple HIFla induit I'expression de l'activateur majeur de 'EMT : le TGFB mais également la
sous expression du marqueur épithélial E-Cadhérine via l'activation du facteur de transcription SNAIL
dans le cancer de l'ovaire (Imai et al. 2003) et induit I'EMT des cellules cancéreuses de sein et de pharynx
via l'activation du facteur de transcription TWIST. De méme la coexpression de HIF1, TWIST et SNAIL est
corrélée a la dissémination métastatique et a une moins bonne survie dans le cancer de la téte et du cou

(Yang et al. 2008).

Plusieurs molécules ciblant I'EMT sont actuellement en évaluation clinique, dont des protéines pour
lesquelles I'expression est régulée directement par I’hypoxie comme Hifla et CAIX ou indirectement

comme TGFB (Marcucci et al. 2016).

Linhibition de 'EMT et/ou la réversion du phénotype mésenchymateux sont un enjeu majeur pour
diminuer la formation de métastases, mais également pour diminuer la résistance aux traitements
chimiothérapeutiques. Plusieurs études montrent en effet que les cellules ayant subies I'EMT deviennent

également résistantes aux traitements (Fischer et al. 2015).

Résistances aux traitements

Le probleme majeur des traitements aujourd’hui est I'apparition de cellules résistantes. Les traitements,
en éliminant les cellules sensibles, sélectionnent les cellules résistantes qui proliférent et reforment une

tumeur qui est généralement plus agressive que la premiére.

Il existe deux hypotheses sur l'origine de ces cellules résistantes. Il existerait une population de cellules
résistantes intrinséquement soit parce qu’elles ne proliferent pas, comme les cellules souches
cancéreuses soit parce qu’elles expriment une mutation qui leur permet de résister. La deuxiéme
hypothése serait que les traitements auraient un pouvoir mutagene et augmenteraient le stress

cellulaire. Ils favoriseraient donc l'apparition de mutations permettant l'acquisition de résistances.

L'hypoxie a également depuis longtemps été montrée comme diminuant l'efficacité des traitements. En
effet, I’hypoxie tumorale traduit une mauvaise perfusion tumorale, rendant difficile I'accés des molécules
thérapeutiques jusqu’au centre de la tumeur et donc réduisant leur efficacité. De méme, la radiothérapie

dont le principe repose sur la production de ROS a partir de l'oxygéne, ne peut pas étre efficace en
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hypoxie. Cependant le stress hypoxique induisant la mort des cellules tumorales, les traitements anti-
angiogéniques ont été développés dans le but de l'augmenter. Cependant I'échec relatif de ces
traitements réside en grande partie dans le fait que les cellules résistant a I’"hypoxie sont les cellules les

plus agressives.

De nombreux mécanismes de résistances tumorales contre les traitements chimiothérapeutiques sont

induits ou facilités par I’hypoxie :

La stabilisation en hypoxie du facteur de transcription HIF1 entraine une augmentation de I'expression
des transporteurs ABC qui sont des pompes d’efflux permettant la sortie de la drogue avant gu’elle n'ait

eu le temps d’agir.

La forte acidification du milieu modifie négativement I'entrée des chimiothérapies basiques comme la

doxorubicine.

Linhibition de I'expression des protéines pro-apoptotiques BAX et BID et l'arrét du cycle cellulaire en
phase G1 ou G2 pour permettre la réparation des cassures de ’ADN avant le passage en phase S ou M,

augmentant la résistance des cellules contre I'apoptose induite par la chimiothérapie.

Laugmentation de l'instabilité génétique favorisant l'apparition de mutation pouvant permettre

I'acquisition de résistances.

L'hypoxie est donc un puissant inducteur d’agressivité tumorale. En effet, elle modifie le métabolisme des
cellules tumorales leur permettant de résister a I'absence d’oxygene, elle permet le maintien de la
population cellulaire la plus agressive, les cellules souches cancéreuses, elle induit fortement la transition
épithélio mésenchymateuse leurs permettant d’acquérir les capacités invasives nécessaire a la

dissémination et elle entraine la mise en place de mécanismes de résistances.

La TSP1 étant un des inhibiteurs de l'angiogenése les plus puissants, je me suis au cours de cette thése

intéressée a son role potentiel dans la progression tumorale.
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VI - LA THROMBOSPONDINE 1

La TSP1 est une glycoprotéine de la matrice extracellulaire découverte en 1971 a la surface des
plaquettes activées par la thrombine, d’'ou son nom (Baenziger et al. 1971). Elle fait partie d’une famille
composée de cing membres : la TSP1, la TSP2, la TSP3, la TSP4 et la TSP5 qui se subdivise en deux sous
groupes structurellement différents : le sous groupe A composé de la TSP1 et la TSP2, et le sous groupe B
composé de la TSP3, le TSP4 et la TSP5. Les différences principales entre les deux sous groupes sont
I'absence dans le sous groupe B, du domaine d’homologie au procollagene et des répétitions de type 1,
une répétition de type Il supplémentaire ainsi qu’une oligomérisation différente : le sous groupe A forme

des homotrimeres de 450kDa et le sous groupe B des pentameéres (Kazerounian et al. 2008). (Figure 18)

Figure 18 : Structures et domaines protéiques des membres de la famille des Thrombospondines (Jeong 2015)

Les TSP1 et 2 ont une expression presque ubiquitaire, alors que les TSP3, 4 et 5 ont une distribution plus
restreinte (Wight et al. 1985; Iruela-Arispe et al. 1999). La TSP3 est fortement exprimée dans les
poumons et la peau (Vos et al. 1992); la TSP4 dans les muscles squelettiques et cardiaques (Lawler et al.

1993) ; et la TSP5 dans les cartilages et les tendons (DiCesare et al. 1994).
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La TSP1 est la premiere protéine découverte ayant des propriétés antiangiogénique et la plus étudiée de
la famille des TSPs (Baenziger et al. 1971). Chaque monomére de 150 kDa de TSP1 est composé de sept
domaines principaux qui interagissent avec de nombreux ligands et récepteurs différents (Figure 19). Ces
interactions sont extrémement variables selon la composition du tissu dans lequel la TSP1 est exprimée

et sont a l'origine de la multiplicité de ses fonctions.

Figure 19 : Relation structure-fonction de la TSP1. Un monomeére de TSP1 est représenté schématiquement avec ses
différents domaines structuraux ainsi que les récepteurs interagissant avec et les fonctions associées. (Henkin and
Volpert 2011).

On distingue structurellement et fonctionnellement de I'extrémité N-Terminale vers l|'extrémité C-

Terminale :

Un domaine globulaire N-Terminal qui interagit notamment avec le récepteur LRP1 (low density
lipoprotein receptor related protein), les héparanes sulfates et de nombreuses intégrines qui ont une

fonction importante dans lI'adhésion, la mobilité cellulaire et I'endocytose.

Un domaine de trimérisation, comportant deux résidus de cystéines
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Trois répétitions de type |, aussi appelées TSRs (Thrombospondin type | repeats) ou de type properdine.
Dans la seconde de ces répétitions, se situe le motif peptidique qui permet l'activation du TGFB
(Transforming Growth Factor B) latent. Seule la TSP1 posseéde cette capacité (Mirochnik et al. 2008). Ce
domaine est également celui permettant la liaison avec le récepteur CD36, décrit comme médiant

majoritairement l'activité anti-angiogénique de la TSP1.

Ces répétitions de type 1 sont suivies d’'un domaine de trois répétions de type Il ou de type EGF, puis de
sept répétitions de type lll riches a aspartate et capables de lier le calcium. Les répétitions de type Ill sont

impliquées dans I'adhésion et la prolifération cellulaire.

Le domaine globulaire C-Terminal lie quant a lui les intégrines B3, 6 et les protéoglycanes impliqués dans
I'adhésion cellulaire. Il interagit aussi avec le récepteur CD47 impliqué dans la migration cellulaire
notamment par son association aux intégrines mais aussi dans I'induction de l'apoptose des cellules

endothéliales (Sid et al. 2004).

Du fait de son expression trés ubiquitaire, de la variété des protéines et des récepteurs avec lesquelles
elle peut interagir, la protéine TSP1 est impliquée dans de trés nombreux processus physiologiques et

pathologiques.

La TSP1 a été découverte a la surface des plaquettes activées par la thrombine (Baenziger et al. 1971).
Cependant, par la suite, il est devenu évident que cette protéine est le constituant majeur des granules a
des plaquettes et qu’elle est sécrétée aprés activation de ces dernieres. Elle joue un réle dans I'agrégation
plaquettaire et la formation du caillot sanguin. De plus, en interagissant avec différentes enzymes
dégradant la matrice (MMP), elle participe au remodelage de la matrice extracellulaire, par exemple
apres une blessure. La TSP1 joue également un role prépondérant dans le phénomeéne inflammatoire. En
réponse a une inflammation, la sécrétion de TSP1 est augmentée induisant une hausse de la phagocytose
et de l'apoptose des cellules endommagées, une stabilisation du flux sanguin et un recrutement des
cellules de I'immunité au niveau du site inflammatoire grace a ses propriétés chimioattractantes. La TSP1
est aussi une protéine de liaison du calcium. Elle en module de ce fait la concentration intracellulaire. La
fixation du calcium modifie la conformation tridimensionnelle de la TSP1 et donc l'accessibilité de ses

domaines (Sid et al. 2004).

Le KO de la TSP1 n’est pas létal, il induit une augmentation du nombre de monocytes circulants, une
lordose variable de la colonne vertébrale et une perturbation de ’homéostasie pulmonaire (Lawler et al.

1998). Le role de la TSP1 dans la physiologie des poumons a été précisé en 2014 par un travail qui montre
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que la TSP1 exprimée par les cellules endothéliales pulmonaires régule la différenciation des cellules

souches bronchioalvéolaires (Lee et al. 2014).

Parmi ses nombreuses propriétés, la TSP1 possede trois fonctions que nous allons détailler car elles

jouent particulierement un réle dans la progression et la dissémination tumorale.

Propriété anti-angiogénique

Etudiée pendant 20 ans pour ses propriétés sur 'agrégation plaquettaire, et la réparation tissulaire, la
littérature s’est aujourd’hui focalisée sur son role dans lI'angiogenése. En effet, I'équipe de Noél Bouck en
1990, démontre les propriétés anti-angiogéniques de la TSP1 (Good et al. 1990). C’est le premier facteur
anti-angiogénique endogene a avoir été découvert. Cette propriété est bien caractérisée, puissante, et la
TSP1 étant présente dans de nombreux tissus, elle régule I'angiogenése dans une grande variété de
tumeurs. La TSP1 régule négativement la formation de nouveaux vaisseaux sanguins en agissant sur

plusieurs cibles.

Le récepteur CD36 médie majoritairement l'effet anti-angiogénique de la TSP1 (Dawson et al. 1997). C’est
une glycoprotéine transmembranaire identifiée comme étant de la famille des récepteurs scavenger B et
impliquée dans le métabolisme cellulaire, I'agrégation plaquettaire, la phagocytose et I'immunité
notamment (Mirochnik et al. 2008; Silverstein and Febbraio 2009). Il est localisé a la surface des cellules
endothéliales et associé a l'intégrine bl et au récepteur VEGFR2 (Zhang et al. 2009). Le domaine CLESH
(CD36, LIMP2, EMP, SRB-1) du CD36 interagit avec la séquence CSVTCG et les séquences adjacentes de la
TSP1, situées dans la seconde et la troisieme répétition de type | (de Fraipont et al. 2001). Cette liaison
déclenche I'apoptose des cellules endothéliales par les activations successives de la tyrosine kinase
p59™", de la protéase caspase 3 et de la mitogen activated protein (MAP) kinase p38 (Volpert et al. 2002;
Rege et al. 2009). Cette liaison inhibe également I'action des facteurs pro angiogéniques FGF2 et VEGF en
inhibant la migration des cellules endothéliales activée par FGF2 et la phosphorylation du récepteur
VEGFR2 permettant son activation. Enfin cette liaison inhibe la migration et I'organisation morphologique

en tubes des cellules endothéliales (Dawson et al. 1997).

La TSP1 se lie également avec le CD47, un récepteur associé aux intégrines (IAP) (Wang and Frazier 1998;
Sipes et al. 1999). Le complexe TSP1-CD47 bloque la voie de transduction physiologique du monoxyde
d’azote (NO), composée notamment de la guanylate cyclase (cG), de la cyclic guanosine monophosphate
(cGMP) et de la kinase cGMP-dépendante (cGK), régulant I'angiogenése et la vasodilatation des vaisseaux
(Isenberg et al. 2009). Cette interaction produit un effet anti-angiogénique sur les cellules endothéliales

et une diminution du flux sanguin tissulaire (Isenberg et al. 2007; Maxhimer et al. 2009).

Les intégrines jouent un réle majeur dans la médiation des interactions entre la matrice extracellulaire et

les cellules. Elles favorisent I'adhésion physique des cellules et transmettant un signal intracellulaire qui
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régule leur survie et leur comportement. Le domaine N-terminal de la TSP1 est par exemple capable
d’interagir avec les intégrines a3b1, ad4b1 et abb1 qui médient négativement la prolifération, 'adhésion et

la chimioattraction des cellules endothéliales a la TSP1 (Calzada et al. 2003).

La liaison de la TSP1 sur le CD36 exprimé par les cellules endothéliales induit leur apoptose (Volpert et al.
2002). La TSP1 réduit également la mobilisation des progéniteurs endothéliaux de la moelle osseuse
(Shaked et al. 2005). Par ailleurs, la liaison de la TSP1 sur l'intégrine bl induit la prolifération des
péricytes, promeut leur survie et leur migration (lchii et al. 2002; Mirochnik et al. 2008). Elle régule
I'adhésion des péricytes aux cellules endothéliales de facon dépendante du calcium via la liaison de
I'intégrine avb3 avec le motif RGD (Arginine-Glycine-Aspartate) situé dans sa partie C-Terminale

favorisant ainsi la stabilisation des vaisseaux existants (Lawler et al. 1988).

Elle est capable de se lier et de séquestrer les facteurs pro-angiogéniques VEGF et FGF circulant, bloquant

ainsi I'interaction avec leurs récepteurs respectifs (Margosio et al. 2003).

D’autres mécanismes anti-angiogéniques de la TSP1 qui ne seront pas détaillés ici ont été décrits, comme
la liaison du domaine N-Terminal de la TSP1 avec I'héparine et les protéoglycanes héparanes sulfates

(HSPG) ou via le récepteur LRP1 (Rusnati et al. 2010).

Du fait du réle important de I'angiogenése tumorale dans la progression tumorale, I'effet des propriétés
anti-angiogéniques de la TSP1 sur la croissance tumorale a été évalué par de nombreux travaux
précliniques et cliniques. Il a ainsi été montré dans des modéles murins de xénogreffes de glioblastome
(Tenan et al. 2000), de cancer mammaire (Weinstat-Saslow et al. 1994), de fibrosarcome (Volpert et al.
1998) et de cancer cutané (Bleuel et al. 1999; Streit et al. 1999) notamment, que la TSP1 induit la
diminution de la densité vasculaire et inhibe la croissance tumorale. Ces données ont conduit au
développement d'un nonatapetide correspondant au site de liaison de la TSP1 sur le récepteur CD36. Ce
peptide, ABT510, conserve les propriétés antiangiogéniques de la TSP1. Des essais cliniques de phase |
puis de phase Il dans différents cancers ont été réalisés avec ce peptide stabilisé. Si une inhibition de
I'angiogenéese tumorale a bien été observée chez les patients traités, il n'y a cependant eu aucun bénéfice
clinique et les essais ont été arrétés. Ces données soulignent que l'inhibition de I'angiogenése produite
par surexpression d'un peptide dérivé d'un inhibiteur endogéene, ou par administration d'un agent
interférant avec la signalisation d'un activateur de I'angiogenéese produisent des résultats comparables

sur la croissance tumorale en clinique.

Adhésion/dé-adhésion et migration cellulaire

La TSP1 est un puissant régulateur des processus d’adhésion, de dé-adhésion et de migration cellulaire.
En effet, elle régule I'expression des intégrines et modifie I'interaction des cellules avec les protéines de la

matrice extracellulaire comme la fibronectine, la décorine et I’'héparine.
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Lors de I'embryogenése elle joue un role prépondérant dans la mise en place du systéme nerveux. Elle
induit I'adhésion et la migration des cellules de la créte neurale a partir du tube neural embryonnaire
permettant la formation du systéme nerveux. A I'age adulte, la TSP1 sécrétée par les astrocytes, induit la
synapse glutamatergique grace a l'interaction de son domaine de type EGF avec le canal calcique de type-

L des neurones (Tucker et al. 1999).

La TSP1 favorise la migration des fibroblastes en induisant le désassemblage de leurs points focaux
d’adhérence via son domaine de liaison aux héparanes sulfates (Murphy-Ullrich et al. 1993; Barker et al.
2004). Par ailleurs, elle augmente I'expression de I'intégrine a6 favorisant I'attachement des kératinocytes
a la matrice extracellulaire. La TSP1 régule I'expression des métalloprotéases qui dégradent la matrice,

notamment la MMP2 et la MMP9, ainsi que les inhibiteurs de ces mémes protéases, les TIMPS.

Ces propriétés permettent a la TSP1 de réguler finement I'adhésion et la migration cellulaire qui sont clés

dans les différentes étapes de la dissémination métastatique.

En 1987, le groupe de Tuszynski démontre que la TSP1 augmente I'adhésion des cellules tumorales de
sarcomes in vitro et induit une augmentation du nombre de métastases pulmonaires in vivo (Tuszynski et
al. 1987). De nombreuses études ont depuis confirmé ces observations dans de nombreux types de

cellules tumorales.

Par exemple, la TSP1 favorise la migration des cellules tumorales mammaires, via l'intégrine a3bl qui
induit la polymérisation des filaments d'actine nécessaire a la migration des cellules (Ndishabandi et al.
2014). D’autres mécanismes sont mis en jeu pour cette propriété pro-migratoire. Par exemple, la TSP1
induit la migration des cellules tumorales prostatiques via le récepteur CD36 (Firlej et al. 2011). Une
région située dans les répétitions de type 1 de la TSP1 a également été montrée comme induisant
I'activation du récepteur EGFR de facon indirecte conduisant a 'augmentation de la migration des cellules

de carcinome épidermoide (Liu et al. 2009).

Les cellules tumorales semblent particulierement sensible a cette activité pro-migratoire de la TSP1
puisqu’elle induit la migration et l'invasion de trois lignées cellulaires tumorales mammaires mais n‘a

aucun effet sur la lignée non tumorale MCF10A (Wang et al. 1996).

Activation du TGFf latent

Le TGFp doit étre lié au peptide de latence pour étre sécrété, et doit en étre débarrassé pour agir avec
ses récepteurs. Le TGF[ est sécrété sous une forme inactive, appelée TGFf latent ou pro-TGFp, lié a un
peptide de latence (LAP) dont il doit étre libéré pour étre activé et pouvoir interagir avec ses récepteurs.
La TSP1 posséde une séquence de quatre acides aminés KRFK, située entre la premiere et la seconde

répétition de type | et un motif WxxW (WSPW, WSHW, WGPW) présent dans chacune des trois
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répétitions de type I. Les séquences WxxW interagissent avec le site actif du TGFP pour positionner la
TSP1 de fagon idéale a ce que la séquence KRKF puisse interagir avec la séquence LSKL du peptide de
latence, entrant en compétition avec celui ci, et induisant son déplacement pour libérer le site actif du

TGFp (Figure 20).

Figure 20 : Modéle d’activation du TGFf par la TSP1. (Sweetwyne and Murphy-Ullrich 2012)

La TSP1 est ainsi un activateur majeur des trois isoformes du facteur de croissance TGFB. De facon
intéressante, seule la TSP1 posséde la capacité d’activer le TGF alors que la TSP2 possede également le
motif WxxW, mais la séquence KRFK est absente. A la place, on trouve une séquence TRIR qui n'est pas
capable d'entrer en compétition avec la séquence LSKL et activer le TGF3 (Murphy-Ullrich and Poczatek
2000). D’autres protéines sont capables d’activer le TGF[3 latent, par exemple la Neuropiline 1 (Glinka and
Prud'homme Gé 2008), la F-spondine (Attur et al. 2009) et ADAMTS1 (Bourd-Boittin et al. 2011). Ces
protéines possedent également la séquence KRFK, pouvant laisser penser que ce mécanisme pourrait

étre un mécanisme d’activation du TGF3 commun a plusieurs protéines.

Le TGFP est un puissant régulateur du développement embryonnaire, de la croissance, de I'expression
génique, de la différentiation cellulaire, du systeme immunitaire et de la réparation tissulaire. Un déficit
ou une surproduction de TGFf induit donc d’'importantes perturbations de ces fonctions (Murphy-Ullrich

and Poczatek 2000). De méme le KO du TGF[J} est létal.

Dans un tissu normal et lors des premiers stades de la tumorigenese, le TGFP réprime la progression
tumorale en inhibant le cycle cellulaire et en stimulant I'apoptose. Cependant dans les stades plus
avancés, le TGFf active 'EMT et la dégradation de la matrice mais également diminue la surveillance

immune, induisant I'invasion et la dissémination métastatique. Xu et al, montrent dans le cancer du sein,
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qgue ce changement de fonction durant la progression tumorale est dii a la modification des partenaires

de SMAD, le facteur de transcription majeur de la voie de signalisation du TGFf3 (Xu et al. 2015).

En clinique, I'expression du TGFf est corrélée avec le grade tumoral, une faible différenciation des tissus,
une diminution de la survie globale et une augmentation des métastases dans de nombreux cancers,

notamment dans le glioblastome dans lequel il est un oncogene majeur.

Les phénotypes des souris invalidées pour la TSP1 ou pour le TGFB présentent des similitudes et
I'administration systémique du peptide KRFK aux souris invalidées pour la TSP1, active le TGF et permet
de restaurer en partie le phénotype. Certains effets de la TSP1 sont donc en partie superposables a ceux

du TFGP.

La TSP1 régule non seulement lI'angiogenése mais également I'adhésion et la migration cellulaire. Ceci
explique que la TSP1 ait des effets complexes, parfois contradictoires en fonction de sa concentration et

du tissu.

Dans les premiers stades de la tumorigenése, I'expression de la TSP1, qui est produite a la fois par les
cellules tumorales et par les cellules stromales, est le plus souvent réprimée par rapport aux tissus
normaux adjacents. En effet, le promoteur de la TSP1 a été retrouvé méthylé dans le lymphome, le
neuroblastome (Yang et al. 2003), le cancer de I'estomac (Guo et al. 2010), du pénis (Guerrero et al.
2008) et de la prostate (Firlej et al. 2011). De plus, I'expression de la TSP1 est soutenue par des génes
suppresseurs de tumeurs tels qu’ APC, p53, p73, PTEN, SMAD4 et réprimée par des oncogenes comme

Ras, Myg, Id-1, src, c-Jun et HER2 (Mirochnik et al. 2008).

La TSP1 étant un puissant anti-angiogénique, linhibition de son expression, facilite le switch
angiogénique nécessaire a la mise en place de la vascularisation tumorale. Une corrélation inverse entre
I'index de vascularisation et le taux d’expression de la TSP1 a fréquemment été décrite (Henkin and

Volpert 2011). C’est pour ces raisons que la TSP1 a été décrite comme étant anti-tumorale.

Cependant, des travaux précliniques ont montré que les tumeurs étaient capables de développer une
résistance contre cet inhibiteur endogéne de l'angiogenese (Filleur et al. 2001). Une forte expression de
TSP1 a été retrouvée dans de nombreux modeles précliniques, confirmée en clinique et associée a un
mauvais pronostic dans différents types de tumeurs, en particulier aux stades les plus avancés. C’est
notamment le cas dans les tumeurs de la prostate résistantes a la castration (Firlej et al. 2011), du
pancréas (Okada et al. 2010), de la vésicule biliaire (Roh et al. 2009), de la thyroide (Nucera et al. 2010),

du sein (Fontana et al. 2005), dans le mélanome (Jayachandran et al. 2014) et dans les glioblastomes
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(Kawataki et al. 2000). Enfin dans le cancer du sein I'expression de la TSP1 a été montrée pro-invasive et

pro-métastatique. (Byrne et al. 2007; Suh et al. 2012; Horiguchi et al. 2013; Campone et al. 2015).
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SUJET DE THESE : ROLE DE LA TSP1 DANS LA PROGRESSION ET LA DISSEMINATION DU CANCER

DU SEIN

La TSP1 est un des plus puissants inhibiteurs endogenes de |'angiogenése comme le montre la corrélation
inverse entre l'index de vascularisation et le taux d’expression de la TSP1 observée dans de tres

nombreuses tumeurs cliniques et expérimentales (Henkin and Volpert 2011).

Le promoteur de la TSP1 est méthylé dans les lymphomes, les neuroblastomes (Yang et al. 2003), les
cancers de I'estomac (Guo et al. 2010), du pénis (Guerrero et al. 2008) et de la prostate (Li et al. 1999). De
plus, I'expression de la TSP1 est induite par des génes suppresseurs de tumeurs tels que APC, p53, p73,
PTEN, SMAD4 et réprimée par des oncogenes comme Ras, Myc, Id-1, src, c-Jun et HER2 (Mirochnik et al.
2008). L'inhibition de la TSP1 dans les cellules tumorales dans les premiers stades de la tumorigenése est
interprétée comme un élément participant au switch angiogénique, et donc au démarrage des tumeurs

naissantes.

L'angiogenése étant indispensable a la croissance tumorale, l'inhibition de ce processus a été pendant
longtemps considéré comme nécessairement antitumoral, et la TSP1 n'a de ce fait été considérée que

sous cet angle par la majorité des études, en particulier dans les études cliniques rétrospectives.

Cependant, la TSP1 présente des propriétés qui peuvent au contraire faciliter le développement des
tumeurs et des métastases, c'est en particulier le cas de ses propriétés régulatrices de I'adhésion et de la
dé-adhésion, requises pour la migration, et de la capacité de la TSP1 a activer le TGFP. Dans les stades
précoces du cancer du sein, le TGFf inhibe la prolifération cellulaire et augmente I'apoptose alors que

dans les stades avancés il induit I'EMT, I'invasion et les métastases (Zarzynska 2014).

Dés 1987, avant que les propriétés anti-angiogéniques de la TSP1 n'aient été mises en évidence, le
groupe de Tuszynski attribuait des propriétés pro-métastatiques a la TSP1 (Tuszynski et al. 1987). Une
forte expression de TSP1 a été décrite dans de nombreuses lignées cellulaires tumorales agressives (ref).
Par la suite d'autres travaux ont montré que I'effet pro- tumoral de la TSP1 était associé a une inhibition
de I'angiogenése (Fontana et al. 2005) (de Fraipont et al. 2004). Des travaux précliniques ont montré que
des tumeurs dont la croissance était initialement inhibée par la TSP1 développaient une résistance contre

cet inhibiteur endogéne de I'angiogenese (Filleur et al. 2001) .

En clinique, une forte expression de TSP1 a été associée a un mauvais pronostic dans différents types de
tumeurs, en particulier aux stades les plus avancés. C’est notamment le cas dans les tumeurs de la
prostate résistantes a la castration (Firlej et al. 2011), du pancréas (Okada et al. 2010), de la vésicule
biliaire (Roh et al. 2009), de la thyroide (Nucera et al. 2010), du sein (Fontana et al. 2005), dans le

mélanome (Jayachandran et al. 2014) et dans les glioblastomes (Kawataki et al. 2000). Enfin dans le
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cancer du sein l'expression de la TSP1 a été montrée comme augmentée dans les tumeurs par rapport
aux tissus sains, et dans les tumeurs métastatiques par rapport aux tumeurs localisées (Byrne et al. 2007,

Suh et al. 2012; Horiguchi et al. 2013; Campone et al. 2015).

Les effets de la TSP1 sur la croissance tumorale apparaissent donc contradictoires dans la littérature. Ceci
pourrait étre di au modele expérimental ou clinique étudié et a la fonction prédominante de la TSP1
dans ces différentes situations. Il est également possible que I'effet de la TSP1 change au cours de la

progression tumorale.

Les inhibiteurs pharmacologiques de l'angiogenése ont été développés pour augmenter [|'hypoxie
tumorale. Cependant leurs effets modestes sur la survie des malades, et un faisceau de données cliniques
et expérimentales suggérant que I'hypoxie pourrait favoriser la survenue des métastases conduisent a
réviser cette vision probablement trop simple du role de la vascularisation et de I'hypoxie dans les

tumeurs.

Dans ce contexte, j'ai choisi de réévaluer |'effet de certaines fonctions de la TSP1 sur la croissance
tumorale et la dissémination métastatique en me focalisant plus particulierement sur sa capacité a
inhiber I'angiogenése d'une part et a activer le TGF[3 d'autre part. J'ai en particulier cherché a déterminer
si ces deux propriétés exercent des actions opposées ou si au contraire elles stimulent toutes deux la
croissance tumorale et la formation de métastases. Pour répondre a cette question, nous avons
développé des outils cellulaires permettant soit de découpler ces deux voies pour étudier
indépendamment leurs effets sur la dissémination métastatique, soit d'inhiber globalement I'expression

de la TSP1.

Nous avons conduit cette étude dans un modéle du cancer du sein métastatique, correspondant au sous
type histologique basal ou triple négatif, qui est le plus invasif et pour lequel il y a une demande

importante de nouveaux traitements ciblés et efficaces.
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RESULTATS

Le cancer du sein représente la maladie la plus fréquente chez les femmes occidentales. Depuis 1980, la
mortalité par cancer du sein diminue de 1,3% par an en moyenne, ce qui s’explique en partie par
I'augmentation du dépistage qui permet un diagnostic plus précoce, et par 'amélioration des traitements
disponibles (Institut national du cancer. 2016). En France en 2015, le cancer du sein reste néanmoins chez
les femmes, le plus fréquent des cancers avec 54 000 nouveaux cas (33,5% des cancers) et le plus mortel
avec 11900 déces (18,5% des cancers) par an (Figure 21). Les facteurs de risque connus sont les
mutations BRCA1/BRCA2, I'excés de poids, I'utilisation des thérapies hormonales lors de la ménopause,
les contraceptifs oraux, |'inactivité physique et la consommation d'alcool (Shapiro et al. 2014) (Colditz et

al. 2012).

Figure 21 : Incidence et mortalité estimées des cancers chez la femme en France métropolitaine en 2011. Sont
représentées les cing principales localisations. (D’apres I'institut national du cancer 2015).

Les traitements de référence dans le cancer du sein sont la chirurgie, |la radiothérapie, la chimiothérapie
et I’hormonothérapie (Harbeck et al. 2013). Les cancers du sein sont tres hétérogenes en terme de
localisation et de nature, de réponse aux traitements, d’agressivité et de survie (Sgrlie et al. 2001). Le
protocole thérapeutique est donc orienté par plusieurs paramétres qui permettent la classification des

différents cancers du sein. Il en existe de nombreux, seuls les principaux seront détaillés ici.

Le premier est le type histologique. On distingue les cancers du sein non invasifs ou in situ et les cancers
du sein invasifs. Un carcinome est dit in situ lorsque les cellules cancéreuses sont présentes uniquement
dans les canaux du sein (carcinome canalaire in situ) ou les lobules du sein (carcinome lobulaire in situ),
sans atteinte des tissus environnants. Le carcinome canalaire in situ est le plus fréquent puisqu’il
représente 90% des cas de cancer du sein non-invasif chez la femme. Ces tumeurs ont un bon pronostic

avec une survie a 10 ans supérieure a 95% (Institut national du cancer. 2009).
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En revanche les cancers du sein invasifs ou infiltrants sont des tumeurs capables de se disséminer dans
I'organisme. lls représentent environ 80% des cancers du sein dépistés par mammographie. Il en existe de
nombreux sous types qui sont classifiés permettant une uniformisation au niveau mondial (Sinn and
Kreipe 2013). Le carcinome canalaire infiltrant représente comme dans les tumeurs in situ le sous type le

plus fréquent avec 70-75% des cas.

Le grade histopronostique ou grade tumoral rend compte quant a lui de l'agressivité de la tumeur. Le
grade histopronostique d’Ellis-Elston (EE) est le plus communément utilisé (Elston and Ellis 2002). Il est
classé de | a lll et repose sur trois éléments : I'architecture tumorale, les atypies cytonucléaires et le
nombre de mitoses. Plus le grade tumoral augmente plus la survie diminue (Figure 22). Les tumeurs de
grade | sont bien différenciées et de bon pronostic, les tumeurs de grade Il sont moyennement
différenciées et de pronostic intermédiaire et les tumeurs de grades Ill sont indifférenciées et de mauvais

pronostic.
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Figure 22 : Influence du grade tumoral sur la survie globale. (Elston and Ellis 2002)

Le stade tumoral permet de spécifier le degré de propagation de la tumeur dans les tissus environnants.
La classification Tumor Node Metastases (TNM) est utilisée. Le T détermine la taille de la tumeur primaire
et I'envahissement local. Le N la propagation du cancer aux ganglions lymphatiques voisins, la taille et le
nombre de ganglions atteints. Le M détermine la propagation du cancer vers d’autres organes, la

présence et le nombre de métastases (Senkus et al. 2015).

Enfin, le sous type histologique intrinseque est basé sur I'expression des récepteurs hormonaux, le
récepteur aux cestrogénes (RE) et le récepteur a la progestérone (RP), du récepteur au facteur de

croissance épidermique humain (HER2) et du pourcentage de cellules positives pour Ki67 (marqueur de
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prolifération). La combinaison de ces trois marqueurs définit 4 sous types histologiques intrinseques

(Figure 23).

Figure 23 : Définitions des sous-types intrinséques du cancer du sein selon le consensus défini a la Conférence St-
Gallen de 2015. Légendes : ER : récepteur aux cestrogénes, HER2 : facteur de croissance épidermique humain et
PgR : le récepteur a la progestérone. (Senkus et al. 2015).

Dans 90% des cas, les métastases sont a I'origine du déces du patient. La survie globale varie en fonction

du sous type histologique considéré (Figure 24).

Figure 24 : Courbe de Kaplan Meier de la survie
globale de 49 patientes atteintes d’un cancer du
sein, uniformément traitées dans une étude
prospective, en fonction des différents sous types
histologiques intrinséques.

Légendes : Sous type Luminal A (Lum A), sous type
Luminal B (Lum B), sous type Basal (Basal) et sous
type HER2 (ERBB2+). Modifié de (Sgrlie et al. 2001)

Les sous types histologiques HER2 et Basal sont les plus agressifs. Pour le traitement des tumeurs du sous

type HER2, il existe un anticorps monoclonal recombinant, le Trastuzumab ou Herceptine, ciblant
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spécifiguement le récepteur HER2 surexprimé. |l permet d’augmenter la survie des patientes de facon
significative (Haq and Gulasingam 2016). Cependant pour les tumeurs du type Basal, les traitements
conventionnels disponibles ne sont souvent que palliatifs, ne fournissant qu'une extension tres limitée de

la survie.

Les traitements anti-angiogéniques étaient porteurs de nombreux espoirs pour améliorer la prise en
charge de ces tumeurs du sein métastatiques. Lutilisation de I'anticorps ciblant le VEGF, le Bevacizumab
ou Avastin a été approuvée par la FDA en février 2008 pour cette indication. lls ont montré une efficacité
dans la diminution de la douleur, grace notamment a la réduction de la pression interstitielle (Jain 2005).
Cependant, ces traitements n‘ont pas démontré de bénéfice significatif sur la survie des patientes et ont
de nombreux effets secondaires toxiques. Le Bevacizumab a été réévalué récemment par la FDA et son
autorisation de mise sur le marché a été retirée dans cette indication. L'autorisation a été maintenue en

Europe en combinaison avec la Capécitabine dans les cancers du sein métastatiques (Jayson et al. 2016).

Un des effets inattendus de ces traitements est une augmentation de I'invasion tumorale observé en
préclinique (Ebos et al. 2009; Ellis and Reardon 2009; Paez-Ribes et al. 2009) et en clinique dans le
glioblastome (Ellis and Reardon 2009), probablement due a I’hypoxie induite par ces traitements. Ces
données posent la question du réle des anti-angiogéniques endogénes dans la dissémination

métastatique.

La TSP1, facteur anti-angiogénique endogéne majeur, a été montrée dans un modeéle de souris KO pour la
TSP1, comme inhibant la progression tumorale mais favorisant la dissémination métastatique des

tumeurs mammaires (Yee et al. 2009).

Ces résultats communs des inhibiteurs de I'angiogenése synthétiques ou naturels, nous ont conduit a
réévaluer le réle de la TSP1 dans la progression tumorale et en particulier dans la dissémination

métastatique du cancer du sein.

Pour cela nous avons choisi d’utiliser un modele syngénique de tumorigenése mammaire (67 NR) de
phénotype comparable au sous type histologique Luminal et son pendant métastatique, les cellules 4T1
dont le phénotype est comparable au sous type histologique Basal. Les deux lignées cellulaires utilisées

pour ces modeles proviennent d’un ancétre commun mais ont ensuite dérivées de facon différente.

La TSP1 est une protéine pléiotropique qui interagit avec de multiples partenaires en fonction du
contexte et possede de nombreux réles. Pour mieux comprendre le role de I'hypoxie dans la
dissémination métastatique, nous avons focalisé notre étude sur deux fonctions majeures de la TSP1 : ses
propriétés anti-angiogéniques via le récepteur CD36 et sa capacité a activer le TGFB latent. Il semblait
donc important d’utiliser un modéle immunocompétent pour garder la part du systeme immunitaire et

ne pas biaiser I'analyse du rdle de ces deux fonctions dans la dissémination métastatique.
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Silencing antiangiogenic Thrombospondin-1 normalizes vascularization
and inhibits dissemination of metastatic breast cancer.
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SUMMARY

Thrombospondin-1 (TSP1), a potent inhibitor of angiogenesis and activator of latent TGFB, is repressed at
tumor onset but expressed and of bad prognosis in high grade breast cancers. We show that TSP1
silencing inhibited EMT, migration, extravasation, and spontaneous metastasis, placing TSP1 as a major
player of tumor progression. These effects were recapitulated mutating the TGFB-activating sequence by
gene editing. Silencing TSP1, or impairing its antiangiogenic activity by gene editing of its CD36 binding
site, increased and normalized vascularization, enhanced tumor perfusion, reduced hypoxia, and strongly
inhibited metastasis. Only TSP1-positive tumor cells underwent a full metastatic process in mice, in

agreement with our clinical data where breast cancer cells expressed TSP1 in 90% of metastatic tumors.

SIGNIFICANCE

We found antiangiogenic TSP1 associated with markers of aggressiveness and metastatic dissemination in
clinical tumors. We demonstrate that at least two independent features of TSP1 concur to foster
metastasis: its capacity to activate TGFB, and its antiangiogenic effect which increases hypoxia. In a self-
amplifying positive-feedback loop, both TGFB and hypoxia increase TSP1 expression during tumor
progression. We establish that TSP1 retards the onset of tumors but not the growth of already
vascularized tumors. Inhibition of TSP1 strongly represses metastatic dissemination while it increases
tumor perfusion and oxygen delivery in tumors, which should improve the efficacy of radiotherapy and
delivery of chemotherapeutics. We thus propose this "anti-anti-angiogenic" strategy as a new therapeutic

modality for metastatic breast cancers.
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HIGHLIGHTS

e TSP1 silencing normalizes tumor vascularization and inhibits metastasis.

» TSP1-dependent activation of latent TGFp is required for EMT and migration.
* TSP1l-induced hypoxia is a key trigger of metastatic dissemination

» Autocrine expression of TSP1 is required for a cell to successfully metastasize.

INTRODUCTION

Breast cancer is the most common malignant disease in western women. Of the deaths attributed to
cancer, 90% are due to metastasis, and treatments that prevent or cure metastasis remain elusive.
Emerging data indicate that hypoxia and the extracellular matrix might have crucial roles in metastasis
(Gilkes et al., 2014). Thrombospondin-1 (TSP1) is a large - 450kDa - multidomain extracellular matrix
protein secreted by a number of normal and tumor cell types. TSP1 binds to several cell surface
receptors, and interacts with extracellular proteins, modifying their bioavailability and activity. In so
doing, TSP1 regulates a wide variety of biological functions, notably cell adhesion and de-adhesion,
migration, inflammation, inhibition of angiogenesis, and activation of latent TGFB (Rusnati et al., 2010)

(Murphy-Ullrich and Sage, 2014).

In normal breast, TSP1 is not expressed, or at very low levels. In breast cancer, a high TSP1 level in lymph
node-positive primary tumors was found associated with a reduction of progression-free survival, despite
the fact that TSP1 expression was inversely correlated with microvessel blood density (Fontana et al.,
2005). Several authors reported an increased level of TSP1 in plasma of patients with breast cancer as
compared to controls, and a still higher level when tumors had metastasized (Byrne et al., 2007; Nathan

et al., 1994; Pectasides et al., 2012; Suh et al., 2012).

Because increasing hypoxia in primary tumors by targeting vascularization is a strategy designed to inhibit
tumor growth, TSP1, which triggers endothelial cell apoptosis by binding to CD36 (Jimenez et al., 2000),
has long been considered as an antitumoral protein. However this concept is reconsidered today as
hypoxia is suspected to foster metastatic dissemination (Mountzios et al., 2014). The antiangiogenic
potency of TSP1 might thus be ambivalent, as for its capacity to activate TGFB. A short exposed linear
peptide sequence in TSP1 type | repeats, KRFK, binds to a LSKL sequence in the Latency Associated
Peptide of TGFB to release the active cytokine (Ribeiro et al., 1999), and some of TSP1 effects are
superimposable to that of TGFB (Crawford et al., 1998). TGFpB effects strongly depend on the cellular
environment. In early stages of breast cancer this cytokine inhibits epithelial cell cycle progression and
promotes apoptosis, showing tumor suppressive effects. However, in late stages, TGFf 1 promotes
epithelial to mesenchymal transition (EMT) in malignant cells, and is linked with increased tumor

progression, higher cell motility, cancer invasiveness, and metastasis (Zarzynska, 2014).
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In this study, we combined clinical, in vitro and in vivo experimental studies to reevaluate how TSP1
affects breast cancer growth and metastasis, and to analyze the respective contributions in this process of

its capacity to increase hypoxia on the one hand, and to activate TGFB on the other hand.

RESULTS

TSP1 is expressed in aggressive breast tumors samples and cell lines

Using an online survival analysis tool (www.kmplot.com) we assessed the effect of TSP1 on breast cancer
prognosis using microarray data collected from 4142 patients (Gyorffy et al., 2010). Interestingly, a high
TSP1 mRNA level was associated with a prolonged relapse free survival (RFS) in grade | cancers, but
conversely with a reduced RFS in grade Ill (Figures 1A-1C). While TSP1 had no prognostic value for RFS in
luminal A or luminal B cancers, a high TSP1 expression was associated with a reduced RFS In basal-type
cancers (Figure 1D), and, whatever the tumor type or grade, with a reduced post progression survival
(Figure 1E), and a reduced overall survival (hazard ratio HR: 1.6, CI95% 1.242.06, p=0.00027). These

results thus associate a high TSP1 mRNA level with advanced or aggressive tumors.

To verify if this association was also true at the protein level, we analyzed 144 breast tumor samples
(Supplementary Table 1). TSP1 was not expressed in normal breast tissue (Figure 1F). A high TSP1 protein
level in tumor cells significantly associated with several markers of aggressiveness: high tumor and
mitotic grades, high KI67 expression, presence of necrosis, and a trend for positive association with
cytokeratin 5/6 expression (Figure 1G). TSP1 was also more expressed in Triple Negative Breast Cancers
(TNBC) than in luminal A tumors (Figure 1H), confirming that TSP1 protein expression also correlates with
features of breast cancer aggressiveness. Accordingly, in several breast tumor cell lines from human and
mouse origin, TSP1 expression was higher in metastatic or TNBC basal-type cancer cell lines than in

luminal-type, non-metastatic cells (Figure 11).

To decipher whether TSP1 expression increases in response to tumor progression, or if it drives this
progression, we selected the metastatic TNBC cell lines MDA-MB-231and 4T1 cells of human and mouse
origin respectively. The 4T1 and 67NR mouse cell lines were established from a mammary tumor that
arose spontaneously in a BALB/c mouse (Aslakson and Miller, 1992). Injected into the mammary fat pad
of syngeneic female mice, they form primary tumors with similar kinetics. However 4T1, but not 67NR,
spontaneously disseminate and develop metastases into the lungs. We measured a significant increase in
TSP1 mRNA, and protein levels in 4T1 metastatic cell homogenate and conditioned medium as compared

to 67NR cells (Figures 2A and 2B).

TSP1 increases cell cohesion in mammospheres, EMT, migration, invasion and extravasation.

To study the role of TSP1 independently from its effect on angiogenesis, we first analyzed
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3D mammospheres which mimic cell-cell and cell-matrix interactions occurring in tumors. We prepared
mammospheres from 4T1 cells stably expressing an empty vector (4T1shC), or a plasmid coding for a
shRNA targeting a sequence located in TSP1 exon 5, which silenced TSP1 expression by about 70%
(4T1shT, Figures S2A and S2B), without modifying cell proliferation (Figures S2C).

By Scanning Electron Microscopy at day 6, cells appeared elongated and connected to each other on the
surface of 4T1shC mammospheres, but round and loosely attached to each other in 4T1shT
mammospheres (Figure 2C). The volumes of 4T1shT and 4T1shC mammospheres were initially similar
(Figure 2D, bottom panel). However, after a week, cell density in 4T1shT mammospheres was significantly
less than in 4T1shC (Figure 2D, upper panel), and after 3 weeks, 4T1shT mammospheres stopped
developing altogether. This altered morphology in TSP1-silenced mammospheres, which shows that TSP1
participates to 3 dimensional cell density and cohesion, was accompanied by a repression in expression
of the mesenchymal markers c-Met, Vimentin (Figure 2E), and Fibronectin (Figure 2F), as was the

expression of 3 transcription factors regulating EMT (Figure 2F).

In transwell assays, 67NR cells appeared poorly motile as compared to 4T1 (Figure 2G). Transfection of a
CMV-TSP1 expression plasmid, or activating TSP1 gene transcription using a CRISPR transcriptional
activation strategy (Figures S2D and S2E) did not modify 67NR cell proliferation (Figure S2F and S2G), but
stimulated migration (Figure 2H). Transfection of a CMV-TSP1 expression vector in 4T1 cells further
enhanced their migration (Figure 2H). Conversely, silencing TSP1 either transiently, transfecting a TSP1-
SiRNA (Firlej et al., 2011) in 4T1 (Figures S2H and S21), 67NR (Figure S2J) or MDA-MB-231 cells (Figure
S2K), or stably, in 4T1shT cells, repressed migration (Figure 21) without affecting proliferation (Figures S2L-
S2N). In addition, while 4T1shC were able to exit from mammospheres embedded in matrigel and invade

it, 4T1shT cells had lost this ability (Figures 2J and 2K).

To confirm these results in vivo, we injected in the tail vein of syngeneic Balb/c female mice 4T1 cells
transiently transfected with TSP1-siRNA, 4T1shT, or their respective controls. All cells expressed a
luciferase reporter gene. Silencing TSP1 resulted in over 70% inhibition of cell extravasation into the lungs
as measured by luciferase mMRNA content (Figure 2L). Similarly, silencing TSP1 in MDA-MB-231 cells
reduced extravasation to lungs (Figure S20).

TSP1 silencing reduces hypoxia, normalizes tumor vascularization, reduces EMT, and inhibits metastasis
We next engrafted 4T1ShC and 4T1ShT cells expressing a luciferase reporter, into the mammary fat pad of
female syngeneic Balb/C mice. Once tumors were measurable, their growth appeared biphasic, a slow
growing phase of about one week preceding a more rapidly growing phase (Figure 3A). The tumor take,
defined as the delay between cell injection and a tumor volume of 150 mm?, and the growth rate were
not statistically different in the two groups. However, visualization (Figure 3B) and quantification (Figure

3C) of luciferase activity in lungs showed that silencing TSP1 resulted into a 50% reduction in the number
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of mice with detectable metastases, and in smaller metastases. The reduced expression of TSP1 in

tumors was associated with a reduction of the EMT markers Ncadherin and c-Met (Figure 3D).

The density of CD31-positive vessels in 4T1shT tumors was increased 2.5 fold as compared to control
tumors (Figures 3E and 3F), confirming the antiangiogenic activity of TSP1 in this TNBC model. The
pericyte coverage, calculated as the percentage of vessels positive for both a-SMA and CD31, was also
significantly increased in 4T1shT tumors (Figures 3E and 3G). A small increase of Lyvel-positive lymph
vessels was observed in 4T1shT tumors but did not reach statistical significance (Figure 3H). To visualize
hypoxia in tumors, some mice received an IV infusion of pimonidazole before sacrifice. Immuno detection
of pimonidazole adducts showed that hypoxia was massively reduced in 4T1shT tumors as compared to
controls (Figure 3E). Accordingly, Carbonic Anhydrase-IX (CA-IX), a prototypic hypoxia-induced gene, was
frequently expressed in the close vicinity of vessels in 4T1shC tumors, indicating inefficient delivery of
oxygen, while it was expressed only at a distance from vessels in 4T1-shT tumors (Figure 3E right panel).
Importantly, and somewhat counter intuitively, these results show that the denser and more functional
vasculature in the absence of TSP1 had no effect on the tumor growth rate while it was associated with a

strong reduction in metastasis.

These experiments establish TSP1 expression as a driver of metastasis. At least two critical features of
TSP1 might be implicated in this effect: its capacity to activate latent TGFB, and its antiangiogenic

property, which increases hypoxia in vivo.

Hypoxia and TGFB induce TSP1 expression which in turn increases hypoxia and activates TGFf

Importantly, we found TSP1 mRNA and protein (Figures 4A and S4A) induced by hypoxia in 4T1 as in 67NR
cells, as previously observed in prostate tumor cells (Firlej et al., 2011). Silencing TSP1 in 4T1
mammospheres had no effect on TGFB1 MRNA level but significantly reduced that of both TGFB2 and
TGFB3 (Figure 4B) showing that in addition to activate latent TGFB, TSP1 also regulates TGFBs mRNA
levels. We observed that in turn, TSP1 expression was induced by TGFp in 4T1 cells (Figure 4C). Therefore,
while TSP1 increases both hypoxia and active TGFB, hypoxia and TGFB in turn both increase TSP1
expression.

TSP1-dependent activation of TGF, but not binding to CD36, is required for cell migration and
extravasation.

We then used a knock-in strategy to introduce point mutations in the TSP1 gene without affecting its
regulation. In 4T1 cells expressing luciferase, a first allele of TSP1 was disrupted using TALENS targeting
the translational start site, and a CRIPR-Cas9-directed knock-in strategy was used to introduce mutations
in the second TSP1 allele (Figure S4C). In 4TImTGF cells, the KRFK sequence was replaced by KQWQ,

and no activation of a SMAD-reporter occurred in these cells (Figure S4D), thus corresponding to a
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functional knock-down of TSP1l-dependent TGFP activation. In 4T1mCD36 cells, CLGQCGDGVIEQIQ
replaced the CSVTCGDGVITRIR sequence required for CD36 binding, an integral feature of TSP1
antiangiogenic activity. This mutation abolished the antiangiogenic effect of TSP1 on tube formation by
HUVEC cells (Figure S4E), thus corresponding to a functional knockdown of TSP1 CD36-dependent
antiangiogenic activity. Proliferation of 4T1mCD36 and 4T1mTGFp cells was not affected (Figure S4C).

As compared to 4T1 or 4T1mCD36 cells, the capacity of 4TImTGFB to migrate was strongly reduced
(Figure 4D). Treatment with recombinant active TGFB stimulated the migration of 4T1 cells and almost

fully restored that of 4TAImTGF cells (Figure 4E).

Accordingly, when these cells were injected into the tail vein, the capacity of 4T1mCD36 cells to
extravasate into the lungs was maintained, while that of 4TImTGFB cells was strongly reduced, and

restored when cells were pretreated with recombinant TGF before injection (Figure 4F).

Inhibition of TSP1-dependent activation of TGF@ impairs tumor development.

When grafted into mouse mammary fat pad, 4TImTGFB tumors started to develop in 7 out of 7
implanted mice. However in less than a week, tumors started to regress either completely (3/7 mice) or
transiently (4/7 mice), and the remaining tumors were not analyzed further due to their small size (Fig
4G). No metastases were detected in the lungs of mice bearing 4aTImTGFB tumors (Figure 4H). These data
demonstrate the prominent effect in advanced tumors of TSP1-dependent activation of TGFB in all

aspects of cancer pathology: migration, extravasation, development of primary tumors, and metastasis.

CD36-dependent TSP1 antiangiogenic activity drives metastasis.

As observed for 4T1shC and 4T1shT tumors, the 4T1 tumor growth was biphasic (Figure 4G). Remarkably,
the initial slow growing phase was absent in 4TImCD36 tumors, whose growth rate was constant
throughout the experiment, comparable to that of established 4T1 (Figure 4G), 4T1shC, or 4T1shT tumors
(Figure 3A). As compared to 4T1 tumors, the density of vascularization was increased in 4T1ImCD36
tumors (Figures 41 and 4J), confirming that TSP1 binding to CD36 is central to its antiangiogenic function
in vivo. The pericyte coverage of blood vessels was also statistically increased (Figures 41 and 4K), and the
perfusion of 4T1mCD36 tumors was greatly improved, as shown by the better diffusion of injected
Hoechst dye (figures 41 and 4L). The expression levels of TSP1 and of NCadherin in 4TImCD36 tumors was
comparable to that of 4T1 tumors (Figure 4M). In contrast, c-Met expression was significantly reduced
(Figure 4M), although to a lesser extent than in TSP1 silenced tumors (4T1shT). Importantly, despite the
fact that 4T1mCD36 cells were able to migrate and extravasate, that 4TImCD36 tumors started to grow
earlier, were larger, more vascularized and better perfused than 4T1 tumors, they did not give rise to any
detectable metastases (Fig 4H). This result thus formally demonstrates that increasing tumor
vascularization and perfusion robustly inhibits metastasis without stimulating the growth of primary

tumors.
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Tumor cells need to express TSP1 to metastasize

Heterogeneity is a hallmark of tumors and we thus asked whether TSP1 secreted by tumor or stromal
cells could allow metastasis of tumor cells expressing low levels of TSP1. To answer this question, we first
prepared mammospheres from a mix of 4T1shC and 4T1shT cells tagged with different fluorescent
reporters. Cells from 4T1shC-GFP mammospheres invaded matrigel and migrated (Figure 5A, left),
whereas only few 4T1shT-mCherry cells were able to do so (Figure 5A, right panel). When these cells
were mixed in a 1/1 ratio in mammospheres, TSP1 negative cells migrated and invaded along with TSP1-

positive cells, showing a local paracrine effect of TSP1 (Figure 5A, middle panel).

We then co-injected into the tail vein these reporter-tagged 4T1shC and 4T1shT cells and measured GFP
and mCherry mRNA levels in the lungs. As previously, 4T1shT cells were poorly able to extravasate as
compared to 4T1shC controls (Figure 5B). This capacity was increased when these cells were injected

along with 4T1shC (1:1 mix, 10° total cells) but remained lower than that of 4T1shC cells (Figure 5B).

We then grafted 1:1 mixes of tagged 4T1shC and 4T1shT cells into mouse mammary fat pad and
measured the expression of reporter genes in the lungs. Tumor growth was not statistically different
between groups (Figure S5). However, in 12 mice out of 14 injected with 4T1shC:4T1shT mixes, only the

fluorescent reporter expressed by TSP1-positive cells (4T1shC) was detected in lungs (Figure 5C).

These data show that the presence of TSP1 in the close vicinity of TSP1 negative cells in primary tumors,
although sufficient to stimulate migration and invasion, was not sufficient to enable metastasis,
suggesting that the expression of TSP1 by the tumor cell itself is critically required to undergo a complete

metastatic process.

TSP1 is frequently expressed in paired primary breast tumors and liver metastases samples:

To explore this hypothesis in a clinical metastatic context, we analyzed by immunohistochemistry TSP1
expression in 31 breast tumors from patients with confirmed liver metastases (Supplementary Table 2).
TSP1 was expressed in 90.3% of metastatic tumors (Table 1). Importantly, in 29 out of 31 tumors, TSP1
was detected in tumor cells but not in the stromal cells (Figure 5D upper panel), consistent with our
finding that autocrine expression of TSP1 is paramount. Liver biopsies available from 24 of these patients
were also analyzed. TSP1 was not expressed in the non-tumorigenic part of liver biopsies (Figure 5D
lower panel). In two thirds of the paired samples, TSP1 was expressed both in the primary tumor and in

liver metastases (Table 1).
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DISCUSSION

TSP1 expression is repressed by several oncogenes such as Ras, Jun, WT1, and Myc, and activated by the
tumor suppressor P53 (Stenina-Adognravi, 2014). It might thus appear conflicting that a high expression
of antiangiogenic TSP1 in clinical tumors is associated with a worse prognosis in a number of tumor types
including melanoma (Jayachandran et al., 2014), prostate (Firlej et al., 2011), thyroid (Nucera et al., 2010)
or pancreatic carcinomas (Okada et al., 2010). In breast cancer, TSP1 protein expression was also found
associated with a reduced RFS in lymph node positive tumors (Fontana et al., 2005), with lymph node
metastasis (Horiguchi et al., 2013), and as a predictive marker of distant metastasis in TNBC (Campone et
al., 2015). In plasma, TSP1 level was identified as a reliable predictive biomarker of aggressiveness (Suh et
al., 2012), increased in metastatic tumors (Byrne et al., 2007). We show here that TSP1 protein expression

is statistically increased in high grade tumors, associated with a high mitotic index and with necrosis.

TSP1 silencing in mouse mammary 4T1 cells had no effect on the tumor volume and growth rate, but
significantly inhibited metastasis. This result shows that the TSP1 expression found in high grade tumor is
not incidental but in fact required for metastasis. Inhibition of TSP1 in knock-out mice (Yee et al., 2009),
or by systemic administration of antibodies (Wang et al., 1996) or siRNAs (Firlej et al., 2011) had also
highlighted protumoral and/or pro metastatic effects of TSP1. Our experimental setting demonstrates
that this property is linked to the TSP1 synthesized by tumor cells and not by the host cells. In addition,
we demonstrate here that to undergo a full metastatic dissemination, tumor cells need to express TSP1
themselves: in experiments where tumor cells expressing high and low levels of TSP1 were mixed, as in
the case of heterogeneous tumors, the secretion of TSP1 by the former did not allow TSP1-low cells to
metastasize. This result is in line with a study showing that 74% of breast tumors with axillary lymph node
invasion expressed TSP1 in the cytosol of tumor cells (Horiguchi et al., 2013), and also with our clinical
analysis of metastatic breast tumors where TSP1 was expressed by tumor and not by stromal cells in over

90% of the cases. In paired liver metastases, TSP1 expression was also restricted to metastatic cells.

Intriguingly, in a set of over 4000 breast cancer microarray data, we found a high TSP1 expression
associated with a longer relapse-free survival in low grade tumors, but conversely with a reduced survival
in aggressive diseases. These data strongly suggested that TSP1 might have opposing effects depending
on the stage of tumor development: inhibiting the onset of nascent tumors, but fostering the growth and

metastatic dissemination of tumors once established.

This functional switch might be due to a loss or a reversal of TSP1 functions as tumors progress. Indeed,
some authors proposed that TSP1 was no longer secreted in advanced renal cancers (Veliceasa et al.,

2007), or even became proangiogenic in metastatic breast tumors (Byrne et al., 2007), but we found here
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that TSP1 was secreted by metastatic cell lines, and inhibited angiogenesis both in vitro and in tumors,

ruling out this hypothesis.

The TSP1 switch might result from a modification of its expression level, illustrated by its low levels in
luminal, non-metastatic cell lines, and high levels in aggressive TNBC. Indeed, we found that hypoxia,
which is increased by the antiangiogenic activity of TSP1, and TGFp that is activated by TSP1, both concur
to increase TSP1 level in tumors, in a self-amplifying positive-feedback loop. We thus focused our study
on these two features of TSP1 which might have opposing effects on tumors depending on their
developmental stage. In particular, previous studies showed that TGFB stimulates the growth of
mammary tumors (Park et al., 2011; Vafaizadeh et al., 2012), and it is well documented that TGF( exerts
suppressor effects in normal cells and early carcinomas, but promotes EMT, invasion, and tumor

metastasis when tumors progress (Pickup et al., 2013; Zarzynska, 2014).

We show here that in breast tumor cells, TSP1 silencing downregulated c-Met, N-Cadherin, fibronectin
and several transcription factors identified as key EMT triggers: FoxC1, FoxC2, Zeb1, (Ansieau et al., 2014),
and accordingly inhibited cell migration, invasion, and extravasation, as observed in other tumor models
(Firlej et al., 2011; Jayachandran et al., 2014; Sargiannidou et al., 2004; Taraboletti et al., 1987). To
analyze separately the effects on metastasis of the antiangiogenic activity of TSP1 on the one hand, and
of its capacity to activate TGFB on the other hand, we used a CRISPR-cas9 directed strategy to introduce
point mutations in the endogenous TSP1 gene, knocking-down these functions. This strategy ensures that

all other TSP1 functions, and the endogenous regulation of its expression are maintained.

The inhibition of spontaneous metastasis of grafted 4T1shT cells, was recapitulated and even more
pronounced upon grafting 4TImTGFp cells. It was recently shown that spontaneous lung metastases of
breast tumors in mice were almost exclusively constituted of epithelial cells that had never activated the
EMT program (Fischer et al., 2015). Our results do not confirm these observations as we found that the
capacity of TSP1 to activate TGFpB, a potent trigger of EMT, is required for cell migration, tumor growth,

extravasation and metastasis.

Several molecules aimed at interfering with TGFB signaling are currently under development for
therapeutic applications (Herbertz et al., 2015), notably to increase responses to immunotherapies.
However, TGFB signaling is complex and a number of mutations in this pathway can lead to rapid
resistance. In addition, TGFB has important functions in normal tissues, as highlighted by the dramatic
phenotype of TGFB knockout in mice (Shull et al., 1992). A major point of TGFB regulation occurs during
conversion of the latent precursor to the biologically active molecule. Whereas a variety of molecular
mechanisms can activate latent TGFB (Annes et al., 2003), our data highlight that in metastatic breast

tumors, TSP1 is a major contributor to this process, and thus to all TGFBdependent effects in tumor cells.
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In a therapeutic perspective, our results thus strongly support the idea of inhibiting TSP1, which is
expressed at low levels in adult tissues but highly expressed in metastatic tumor cells, to impair TGFB

activation in tumors instead of targeting TGFB production or downstream signaling.

In 4T1 as in 4T1mCD36 tumors, TSP1 silencing increased both the density of blood vessels, and their
pericyte coverage while curtailing metastasis. TSP1 was previously shown to stimulate pericyte migration
and proliferation (Scheef et al., 2009), and in breast cancers, a low pericyte coverage was significantly
associated with reduced RFS and OS, and with the presence of distant metastasis (Cooke et al., 2012).
Experimentally, depletion of pericytes in 4T1 tumors was shown to increase hypoxia, EMT, and metastasis
(Cooke et al., 2012). Normalization of tumor vascularization induced by a chloroquine treatment in
melanoma was also shown to reduce hypoxia and metastasis (Maes et al., 2014). In addition to the
reduced activation of TGFB and EMT induced by TSP1 silencing, the increased pericyte coverage and
reduced hypoxia in 4T1mCD36 and in TSP1-silenced 4T1 tumors thus most likely also contribute to impair

EMT and metastasis.

If the protumoral role of TSP1-activated TGFB could be anticipated, the role of TSP1 antiangiogenic
activity in tumor progression was less clear, especially since TSP1 inhibition had unexpectedly no effect
on the growth of primary tumors. The growth rate of 4T1 tumors was characterized by a slow phase,
followed by a more rapid growth. In contrast, the slow phase was absent in 4TImCD36 tumors, while
once established, both tumors grew at similar rates. This result indicates that the CD36-dependent
antiangiogenic effect of TSP1 limits the initial growth of tumors but no longer that of already established

tumors.

Importantly, no metastasis occurred in mice bearing 4TImCD36 tumors, even though these tumors were
larger, more vascularized, better perfused than control tumors, and composed of 4TImCD36 cells that
were able to migrate and extravasate. This result formally demonstrates that an endogenous inhibitor of

angiogenesis triggers metastasis.

Reconciling apparently contradictory data in the literature, we thus propose that the consequences of
TSP1 expression change during tumor progression (Figure 6). In benign and early-stage tumors,
oncogenes repress TSP1 to induce angiogenesis and facilitate the initial onset of tumors. However, the
anti-tumor effects of TSP1 are short lived. Tumors managing to bypass the early antiangiogenic effects of
TSP1 adapt to the chaotic vasculature and low oxygen pressure. At that stage, a better perfusion does not
boost their growth, and TSP1 becomes a significant pro-metastatic player, activating TGFB and increasing

hypoxia, which both concur to foster EMT and metastatic dissemination.
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Our clinical and experimental data question the paradigm of increasing hypoxia in advanced tumors with
pharmacological inhibitors of angiogenesis. Indeed, a recent metaanalysis of randomized clinical trials
concluded that these inhibitors were not statistically superior to chemotherapy alone in terms of PFS and
OS in metastatic breast cancers (Wang et al.,, 2014). Our results demonstrate that the growth of
mammary tumors is not stimulated by an increased oxygen supply, strongly suggesting that aggressive
tumors are sufficiently adapted to hypoxia, thus unlikely to respond to treatments that further increase it.
Our data clearly show that hypoxia within tumors drives their metastatic dissemination, reminiscent of
experiments in mice showing that increasing hypoxia with VEGF pathway inhibitors, stimulated
metastasis (Ebos et al., 2009; Paez-Ribes et al., 2009), and of a recent study showing that maintaining

mice in a supplemental oxygen supply reduced metastasis of 4T1 tumors (Hatfield et al., 2015).

Altogether, our data show that in metastatic breast cancers, TSP1 expression not only correlates with a
reduced survival in patients, but that it fosters metastasis, increasing EMT and migration on the one

hand, and increasing hypoxia on the other hand.

To date, there is no available targeted therapy for patients who are diagnosed with basaltype breast
cancers. It was recently proposed that a better usage of antiangiogenic agents, or the development of
novel hypoxia-alleviating agents, should increase overall survival (Jain, 2014). Our study provides a strong
rationale to develop a new therapeutic modality for metastatic breast cancers: an "anti-anti-angiogenic"
and anti-TGFp treatment based on TSP1 silencing to normalize vascularization in the long term, improving

tumor perfusion, thus enhancing the outcome of radiotherapy, chemotherapy, and immunotherapy.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

Detailed methods are described in Supplemental Experimental Procedures. Reagents used are detailed in

Supplemental Table 3.

Cell lines, transfection, migration assay and mammospheres:
Cells were from ATCC. T47D, MDAMBA453, BT549, MDA-MB-231, MDA-MB-435, 67NR, 4T1 and mWnt

were maintained in Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) with high glucose. MCF7, ZR751, BT474
cells were maintained in RPMI and SKBR3 in McCoy’s 5A medium. All media were supplemented with
10% FCS. HUVEC (Promocell) were grown in endothelial cell growth medium 2 (Promocell). DNA or siRNA

were transfected into cells in culture using the TransIT-X2 Dynamic Delivery System (MIRUS BIO).

Vectors, RT-PCR, and Immunodetection

Primer sequences, antibodies and corresponding methods are listed in Supplemental Tables 4 and 5 and

Supplemental Experimental Procedures.

Generation of expression vectors, gene activation, inactivation or mutation are described in

Supplemental Experimental Procedures

Mouse Models

Animal procedures were approved by the Institutional Animal Care and Research Advisory Committee
(CEEA-122) and were performed in accordance with the institutional and national guidelines and
regulations. To assess tumor growth, 1 million cells expressing luciferase, were injected subcutaneously
into Balb/C female mammary fat pad. Tumor volumes were measured with a caliper using the formula V
= [/6xDxd? where d is the minor tumor axis and D is the major tumor axis. Metastasis in lungs was
evaluated measuring luciferase activity or mRNA level. For extravasation experiments, 1 million cells were

injected into the tail vein of Balb/C mice, and after 2 days, mice were sacrificed and lungs collected.

Clinical study

Breast cancer patients were recruited for biopsy at the Institut Claudius Regaud, Toulouse, France after
approval by the institutional review board and informed consent. The tissue microarrays (TMAs) were
constructed from 1.50 mm cores of formalin-fixed paraffinembedded breast carcinoma (3 spots/patient).
Immunostaining and scoring of the TMAs for TSP1 and of paired metastatic breast tissues and liver

biopsies are described in Supplemental Experimental Procedures.

Statistical analysis

Data are presented as mean + SEM. Student t-tests were used for the comparison between two mean
values. When appropriate, categorical variables were summarized through frequency and percentage.

Comparisons between groups were performed using the chisquare test or the Fisher’s exact test for
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categorical data. All reported p-values were twosided. For all statistical tests, differences were considered

significant at the 5% level. Statistical analysis was conducted using STATA version 13.0 software.
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TABLE

Table 1 : TSP1 expression in paired samples of breast tumor/liver metastases. All patients had liver metastases.

Primary tumor N (% tumors) Liver metastases N (% of paired samples)
TSP1 low 3(9.7) TSP1 low 2(8.3)

TSP1 high 1(4.2)
TSP1 high 28 (90.3) TSP1 low 5(20.8)

TSP1 high 16 (66.7)

Not available 7
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Figure 1: Prognostic value of TSP1 and expression in breast cancers. A-E: KaplanMeier survival analysis
relating TSP1 mRNA levels and relapse-free survival (A-D) or post progression survival (E) in patients with
A: grade | breast cancer; B: grade Il tumors; C: grade Il tumors. D: basal-type breast cancer of all grades.
E: all types and grades of breast cancers. Hazard ratios (HR), 95% confidence interval and logrank p are
indicated on the graphs. F-H: TSP1 protein expression in breast carcinomas. F: TSP1 immunodetection in
normal breast (upper left, negative) and invasive mammary carcinomas scored negative (upper right), low
(lower left) or high (lower right). G and H: Percentage of tumors with high TSP1 expression in the
indicated subsets of 131 breast tumors. The number of tumors analyzed in each subgroup is indicated. *:
p<0.05; **: p<0.01. I: western blot detection of TSP1 in cellular homogenates of mammary cell lines from
mouse (lanes 1, 2, 3 and 10) or human origin (other lanes); cells are of luminal-type (3-9) or basal-type (1;
10-13). Alpha tubulin was used as a loading control. 1 and 1': 4T1; 3: 67NR; 4: T47D; 5: MCF7; 6: ZR75; 7:
MDA-MB-453; 8: SKBR3; 9: BT474; 10: mWhnt; 11: BT549; 12: MBA-MB-231; 13: MDA-MB-435. 4T1 cells
were TSP1 gene was silenced were used as negative control (lanes 2 and 2'). Statistical significance in all

panels is indicated as follows: *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001 as compared to controls.
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Figure2: TSP1 effect on cell cohesion, EMT, migration, invasion, and extravasation.
A: TSP1 mRNA normalized by cyclophilin-A mRNA level in 67NR and 4T1 cell lines (mean + SEM, n=3

independent experiments). B: TSP1 protein content by western blot analysis in cell homogenates and
corresponding conditioned medium of 67NR and 4T1 cells. Beta tubulin was used as a loading control. C:
Scanning Electron Microscopy of 4T1shC and 4T1shT mammospheres after 6 days in culture. Scale bars:
upper panel 200um, lower panel: 20um. D: Mammospheres from 4T1shC (orange) or 4T1shT (blue) cells
were prepared and analyzed for 40 days. Lower panel: volume of mammospheres over time (mean *
SEM, n=10); upper panel: cell density measured counting cells on a 100um distance at the periphery of
fixed and sliced mammospheres (mean = SEM, n=10). E: CMet and vimentin immunodetection on
cryosections of 4T1shC and 4T1shT mammospheres grown for 6 days (20X). F: mRNA levels of the
indicated genes were measured by RT-qPCR in 4T1shC and 4T1shT mammospheres on day 6. Results are
reported as fold change in 4T1shT as compared to 4T1shC mammospheres. G: Migration of 2x10° 67NR
and 4T1 cells in a transwell assay. Results are expressed as the number of cells per field (mean + SEM,
n=3 independent experiments, control condition set to 1). H: 67NR (green bars) or 4T1 cells (orange bars)
were transfected with either a CMV-TSP1 expression plasmid or control, or with a plasmid coding for
dCas9-VP160 and the indicated sgRNAs. Migration was measured 24h after transfection (mean + SEM,
n=3, control condition set to 1). I: Migration of 67NR, MDA-MB-231or 4T1 cells transfected with TSP1-
siRNA (noted T) or a control-siRNA (noted C), and migration of 4T1shC and 4T1shC cells (mean + SEM,
n=3 independent experiments, control condition set to 1). J-K: 4T1shC and 4T1shT mammospheres grown
for 3 days in culture were embedded for 3 additional days in matrigel to monitor cell invasion (10X). J:
Representative image of 10 mammospheres, K: distance (mm) covered by cells (mean + SEM, n=10 cells
/mammosphere, 10 independent mammospheres). L: Extravasation into lungs of 1 million 4T1-luciferase
cells transiently (TSP1-siRNA) or stably (4T1shT) silenced for TSP1, and their respective controls, two days
after bolus injection in the tail vein. Luciferase activity was corrected for protein content and for specific
activity of luciferase in each cell population measured before injection. Results are normalized to the
mean their respective control set to 1 (mean + SEM, n>= 6 mice per group). Black lines indicate mean
values. Statistical significance in all panels is indicated as follows: *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001 as

compared to controls.
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Figure 3: TSP1 effect on tumor growth and metastasis.

A: Tumor volume overtime of 1 million 4T1shC or 4T1shT cells implanted into female Balb/C mammary
fat pad (mean + SEM, n>= 7 mice/group). This experiment was repeated 6 times with comparable results.
B-C: Lung metastases in mice bearing orthotopic 4T1shC or 4T1shT tumors B: visualization of luciferase
activity in dissected lungs from 3 representative mice/group. C: quantification of luciferase activity in
lung homogenates

(luciferase activity/mg protein). Values over 2 (arbitrary units) are indicated as 2. D: Inmunodetection of
TSP1, N-cadherin and c-Met in 4T1shC and 4T1shT tumors. E: Immunodetection in 4T1shC and 4T1shT
tumors of CD31 and aSMA (x40, left panel); CD31 and pimonidazole adducts (middle panel, x20); CD31
and CA-IX (right panel, x40). Dapi was used to counterstain nuclei. F-H: Quantification in tumors (mean *
SEM n>=7 tumors /group) of F: CD31 positive vessels; G: pericyte coverage, calculated as the percentage
of aSMA/CD31 positive vessels over total CD31 positive vessels; H: Lymph vessels, positive for CD31 and
Lyvel. Statistical significance in all panels is indicated as follows: *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001 as

compared to controls.
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Figure 4: Effect of TSP1-induced TGF activation, and CD36-dependent TSP1 antiangiogenic activity in
tumors.

A: TSP1 mRNA level in 67NR and 4T1 cells grown in normoxia (20% Oxygen, grey bars) or hypoxia (1%
oxygen, black bars) for 24, 48 or 72h. Mean = SEM of 3 independent experiments each performed in
triplicate. B: TSP1 and TGFBs mRNA levels in 4T1shT mammospheres grown for 6 days. Values (Mean +
SEM of 3 independent experiments) are expressed as fold change over 4T1shC mammospheres. C:
Induction of TSP1 by TGFp: 4T1 cells were grown for 24h with recombinant TGFB (20 ng/ml). TSP1, total
SMAD2, and phosphorylated Smad2 were analyzed by western blotting on cell homogenates. PCNA was
used as a loading control. D: Capacity of migration of the indicated cell lines (mean + SEM, n=3
independent experiments, control condition (4T1) set to 1). E: Stimulation of migration of 4T1 and
4T1ImTGFB cells by recombinant TGFB. Condition 0: no TGFf; condition 1 and 2: cells were grown for 24h
in the presence of TGFB (5 ng/ml) and migration assay was performed in the absence (condition 1) or
presence (condition 2) of TGFB (5ng/ml) (mean + SEM, 4T1h cells in control medium set to 1). F: Cells
were grown in control medium in the absence (0) or presence (1) of TGFB (5ng/ml) before injection
(1x106 cells) into the tail vein. Luciferase mRNA level, corrected for cyclophilin-A mRNA level and specific
luciferase expression in each cell line was measured in lungs 48h later.

Individual values (arbitrary units) and mean (black line) are indicated. G: Growth of 4T1 (red), 4TImTGFpB
(green), 4TAImCD36 (purple) orthotopic tumors over time. H: Quantification of metastases in lungs from
experiment shown in G. Each bar represents the luciferase mRNA level normalized to cyclophilin A level in
an individual mouse. Values over 1 (arbitrary units) are indicated as 1. I: Representative images of
immunodetection of CD36 and aSMA (left panel) and perfused Hoechst (right panel) in 4T1 and
4T1mCD36 tumors. J-L: Quantification of CD36 positive blood vessels (J); percentage of pericyte covered
(aSMA positive) blood vessels (K); percentage of Hoechst-positive surface in 4T1Th and 4T1mCD36
tumors (L). M: representative images of immunodetection of c-Met, N-cadherin and TSP1 in 4T1 and
4T1mCD36 tumors. Statistical significance in all panels is indicated as follows: *: p<0.05; **: p<0.01; ***:

p<0.001 as compared to controls.
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Figure 5: TSP1 role in heterogeneous tumors.

A: Mammospheres from 4T1shC-GFP (left panel), 4T1shT-mCherry (right panel) or a 1:1 mix of these cells
(middle panel) grown for 3 days in culture were embedded for 3 days in matrigel and imaged by epi-
fluorescence(x20). B and C: Mixes (1:1) of 4T1shC and 4T1shT cells, tagged with H2B-GFP (green) or H2B-
mCherry (red) reporter genes as indicated were either injected into the tail vein (B) or implanted in
mammary fat pad (C) (6 to 7 mice/group). Lungs were collected 2 (B) or 30 (C) days later. Reporter mRNA
values in lungs, normalized to H2B mRNA are indicated for each individual mouse. In B, black lines
indicate mean values; in C, Values over 1.6 (arbitrary units) are indicated as 1.6. *: p<0.05; **: p<0.01;
***. p<0.001 as compared to controls. D: Representative images of TSP1 expression in paired clinical

samples of primary breast tumors (upper panel) and liver metastases (lower panel). Bar: 200um.
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Figure 6: working model relative to TSP1 expression level and function during tumor progression.

A: In normal Breast, TSP1 is not expressed or at very low levels, and vessels are covered by pericytes. B:
In low grade tumors, TSP1 is repressed in tumor cells and expressed at low levels in the reactive stroma.
The antiangiogenic activity of TSP1 retards the onset of tumors and TSP1-activated TGFB produces anti-
proliferative effects. As tumors progress, poorly functional vessels generated by neo angiogenesis
increase hypoxia. Induction of TSP1 expression by TGFB and hypoxia, incrementally increase TSP1 level in
tumor cells. C: in high grade and metastatic breast tumors, TSP1 is mostly expressed by tumor cells.
TSP1-dependent increase in hypoxia and TSP1-activated TGF concur to induce EMT, migration and foster

metastasis. D: Only cells expressing TSP1 are able to metastasize to the lungs.
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Supplemental tables, figures, experimental procedures and references

SUPPLEMENTAL TABLES

Supplemental table 1 corresponding to Figures 1F-1H: Characteristics of breast tumors analyzed

factor N %
Age (Y) 144
median [range] : 59.0 [29.0-86.0] <= 60
Years 79 54.9
>60 years 65 45.1
Stage 142
1 79 55.6
2 57 40.1
3 5 3.5
4 1 0.7
Histology 144
Ductal carcinoma 107 74.3
Lobular Carcinoma 20 13.9
Other 17 11.8
Grade 144
I 18 12.5
Il 55 38.2
1 71 49.3
Mitotic grade 144
1 46 31.9
2 29 20.1
3 69 47.9
Ki67 134
<14% 47 35.1
>=14% 87 64.9
Vascular embolus 144
no 95 66.0
yes 49 34.0
Lymph node 144
0 67 46.5
1-3 42 29.2
>3 31 21.5
Hormonal status 144
ER+ 121 84.0
PR+ 102 70.8
Luminal A 46 33.8
Luminal B 58 42.6
HER2+ 15 10.4

TNBC 17 11.8




EGFR 141
>0 123 87.2
<0 18 12.8
CK5/6 141
>0 124 87.9
<0 17 12.1
Necrosis 144
no 122 84.7
yes 22 15.3
Fibrosis 143
no 89 62.2
yes 54 37.8

Supplemental table 2 corresponding to Figure 5D: Characteristics of metastatic breast tumors analyzed

Factor N %
grade I 1 3.2
Il 17 54.8
1 13 41.9
hormonal status ER+ PR+ HER2- 12 38.7
ER+ PR- HER2- 9 29.0
ER+ PR+ HER2+ 1 3.2
ER+ PR- HER2+ 1 3.2
ER+ PR- 1 3.2
HER2+ 1 3.2
Basal 4 12.9
NA 2 6.5
lymph node NO 6 19.4
N+ 13 41.9
NA 12 38.7
Histology DC + mucinous 1 3.2
DC 23 74.2
DC + CLI 2 6.5
CLI 5 16.1
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Supplemental Table 3: reagents used

Product/Kit Provider Reference
Recombinant Mouse TGF-B1 R&D Systems 7666-MB-005/CF
TGFp Signal Reporter Assay Kit (GFP) QIAGEN CCsS-017G

TransIT-X2 Dynamic Delivery MIRUS BIO MIR-6000-US
System
Protease Inhibitor Cocktail Sigma-Aldrich P8340
Formalin Sigma-Aldrich 4583
Tissu Tek Sakura 356231
Growth Factor-Reduced Matrigel BD Biosciences 356230
Hoechst Sigma-Aldrich B2261
D-luciferin PerkinElmer 122 796

Supplemental table 4: Antibodies used
Antigen Provider Reference dilution dilution Species

IHC WB

TSP1 Abcam Ab1823 1/100 mouse
TSP1 Thermo Scientific MA5-11330 1/50 mouse
Phospho-Smad2 Cell Signaling 3101 1/1000 rabbit
Smad2/3 Cell Signaling 3102 1/1000 rabbit
aTubulin Sigma-aldrich T6199 1/1000 mouse
C-Met Cell Signaling 8198 1/100 Rabbit
Vimentin Abcam ab16700 1/100 Rabbit
CD31 BD Pharmingen 553370 1/100 Rat
CAIX Novus Biologicals NB100-417 1/100 Rabbit
aSMA Sigma-aldrich C6198 1/200 Mouse
N-Cadherin Cell Signaling 13116 1/100 Rabbit
Hydroxyprobe HPI TM1 Plus Kit
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Supplemental table 5: primers used in qPCR reactions

Target Species Primer Forward (5' = 3') Primer Reverse (5' = 3')

TSP1 mouse GCTGCAGAATGTGAGGTTTGTC TGTCCTGCAGCGTGGTCAC
FOXC1 mouse CAGAACCTCCTCCATTTTTGCC AAGCGAGTCTCTGAACGCAA
FOXC2 mouse AACATGTTCGAGAATGGCAGC GACTTTCTTCTCGGCCTCCTT
ZEB1 mouse CTGCTCCCTGTGCAGTTACA GTGCACTTGAACTTGCGGTT
FN1 mouse CAGGGGACCTCTCTGGAAGA CTTAGGTCAGTGAGCTGGGG
LUCF CTCACTGAGACTACATCAGC TCCAGATCCACAACCTTCGC
GFP CAAGATCCGCCACAACATCG ATGTGATCGCGCTTCTCGTT
mCherry CTGAAGGGCGAGATCAAGCA TAGTCCTCGTTGTGGGAGGT
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Supplemental Figure 2 relative to Figure 2

S2A: TSP1 mRNA level normalized to Cyclophilin A level in 4T1shC and 4T1 shC tumors.

S$2B: Western blot analysis of TSP1 protein level in 4T1shC and 4T1shT cells. Tubulin was used as a loading

control.
S2C: Proliferation over time of 4T1shC and 4T1shT.

S2D: Activation of the endogenous TSP1 gene in 67NR cells. Single stranded guide RNAs (sgRNA)
matching sequences in the TSP1 promoter were designed and cotransfected with a plasmid coding for a

mutated Cas9 fused to 10 repeats of VP16 (VP160) to transactivate TSP1 promoter.

S2E: TSP1 mRNA level, normalized to cyclophilin A was measured 16-24h after transfection of control
(cont) or 2 different TSP1-directed sgRNA, G1 and G7 (mean + SEM of 3 independent experiments, values

expressed as fold change over mock control).

S2F: Proliferation of 67NR cells untransfected, transfected by a control plasmid (CMV-luc) or a plasmid

coding for TSP1 (CMV-TSP1).

S2G: Proliferation of 67NR cells untransfected or transfected by a mCas9-VP160 and the indicated RNA

guides.

S2H, S2I: TSP1 mRNA level normalized to cyclophilin A level (S2H) and TSP1 protein (S21) in 4T1 cells 48h
after transfection with TSP1-siRNA.

$2J: TSP1 mRNA level normalized to cyclophilin A level 67NR cells 48h after transfection with TSP1-siRNA.

S2K: Western blot analysis of TSP1 expression in MDA-MB-231 cells 48h after transfection with TSP1-

siRNA. Alpha tubulin was used as a loading control.

S2L-S2N: proliferation of 4T1 cells (S2L), 67NR (S2M) or MDA-MB-231 cells (S2N) after transfection of
TSP1-siRNA.

S$20: Luciferase activity in the lungs 48h after tail-vein injection of MDA-MB-231 cells transfected with a

CMV-luciferase expression vector and with TSP1-siRNA or control-siRNA.
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Supplemental Figure 4 relative to Figure 4

S4A: Western blot analysis of TSP1 protein in supernatant from 67NR and 4T1 cells grown in 20% (N) or in

1% (H) oxygen for the indicated time.

S4B: Knock-in strategy used to mutate TSP1 endogenous gene. To invalidate the first TSP1 allele, 4T1 cells
were transfected with constructs coding for 2 TALENs flanking the TSP1 ATG and with a PCR product
containing a Puromycin resistant sequence followed by a poly adenylation site and flanked by TSP1
homology sequences. To invalidate the second TSP1 allele, cells were transfected with plasmids coding
for CRISPR-cas9m with nickase activity, RNA guides homologous to sequences in introns 7 and 21, and a
TSP1cDNA encompassing exons 8-21 followed in 3' by sequences coding peptide 2A (P2A), hygromycin
resistance and a poly adenylation signal, flanked by sequences homologous to introns 7 and 21. This
cDNA was mutated either in the CD36 binding site or in the TGFB-activating site in the first TSP1 type |
repeat. Cells were grown in the presence of puromycin and hygromycin TSP1 in resistant clones was

sequenced to confirm mutation.
SA4C: Proliferation of 4T1, 4T1mCD36 and 4T1mTGFp cells in culture.

S4D: 4T1, 4T1mCD36 and 4T1mTGFB cells were transfected with a Smad2-GFP reporter and GFP

expression quantified 48h later in a fluorimeter (Tristar, Berthold).

S4E: HUVEC cells were grown for 24 h in control medium or in medium containing 5% of conditioned
medium from 4T1, 4T1mCD36 or 4TImTGFB cells. The number of branching points in HUVEC tubular

network was quantified (mean + SEM, n=3).
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Supplemental Figure 5 relative to Figure 5
Tumor growth in the mammary fat pad of 1:1 mixes of GFP or mCherry-tagged 4T1shC and 4T1shT cells
as indicated. Values are mean + SEM, n=6 to 7 mice/group, except for 4T1shC/4T1shC and 4T1shT/4T1shT

control groups, (n=3). NS: non statistical difference in tumor volume.

95



SUPPLEMENTAL EXPERIMENTAL PROCEDURES

Migration and invasion assay: The migration and invasion capacity was measured using a transwell assay.
One to 5 x 10° cells were seeded in DMEM 0.5% FBS in the upper part of a cell culture-chamber-insert
system (Greiner Bio-One, 665638) separated from the lower chamber by a 8 um PET membrane. DMEM
10% FBS was added in the lower compartment. 16 hours later, non-migrating cells in the upper
compartment were scrapped off with a cotton swab. Cells on the lower side of the membrane were fixed
with formalin 10% and stained with crystal violet. Membranes were then washed with PBS, and

quantified with the ImageJ software on digitalized pictures.

Tube formation assay: 24-well plates were coated with 250 pl of Growth Factor-Reduced Matrigel (BD
Biosciences) and allowed to polymerize at 37°C for 30 min. HUVECs (Promocell, C-12203) were added at a
density of 30000 cells/ml in endothelial culture medium (PromoCell, C-22111) containing 0,5% FBS, FGF2
(10 ng/ml) and VEGF (0,5 ng/ml) supplemented with 5% of cell-conditioned medium or control medium
as indicated. After 24h at 37°C, pictures were taken and the number of branching points quantified using

Imagel.

Mammospheres preparation and analysis: 67NR and 4T1 were seeded (3000 cells/100ul/well) in cell-
repellent surface 96-round bottom well plates (Greiner, Cellstar) in DMEM 10% FBS. Plates were
centrifuged (600g, 6min) and placed in a humidified atmosphere of 5% CO2 at 37°C. Size variation
between mammospheres was less than 10%. Medium replenishment was performed by half every 6
days. Mammospheres were fixed for 2 h with formalin then washed with PBS and stored at 4°C.
Mammospheres were incubated in 15% then 30% sucrose in PBS for 24 h at 4°C, embedded in Tissue-Tek
OCT, and frozen. Cell density was evaluated on cryosections counting DAPI-stained cells on the 100um

outer margin.

Scanning electron microscopy was performed with the M.E.B. ESEM Quanta 250 FEG on 6days old

mammospheres fixed in glutaraldehyde.

Mammosphere invasion assay: To study invasion, cell culture medium (100ul) from 5days old
mammospheres was replaced by Matrigel. Once Matrigel was solidified 100ul of culture medium was

added on top and mammospheres were incubated for 3 days.

Immunohistochemistry: Cryosections (5um) from mammosphere samples or formalinfixed tumor
samples (7um) were blocked in PSB containing 1% BSA and 0.5% Triton for 45min, incubated with primary
antibodies for 1 hour, washed and incubated in the appropriate goat anti-mouse, or goat anti-rabbit
secondary antibodies conjugated with Alexa 488 or Alexa 594 Molecular Probes for 1 hour at room
temperature. DNA was stained by DAPI and imaging was performed with a microscope equipped for epi

fluorescence (Zeiss Cell Observer).
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Sections from formalin-fixed paraffin-embedded clinical samples were incubated for 20min in anti-TSP1
antibody (Abcam, Ab1823 diluted 1:50) revealed with a HRP-conjugated secondary antibody (Dako, flex
kit SM802). Scoring was performed on full sections for all samples. No or weak TSP1 expression was

notified as low TSP1 level and moderate or strong TSP1 expression was notified as high TSP1 level.

Quantitative real-time PCR: Total RNA was extracted using Tri-reagent (Sigma-Aldrich) according to the
manufacturer’s instructions. Total RNA (50-100 ng) was retro-transcribed in a total volume of 20ul with
the RevertAid H Minus Reverse Transcriptase (Invitrogen). Real-time PCR was performed using SYBR
Premix Ex Taqg (Takara) in a reaction volume of 12.5ul including 2.5ul of Reverse Transcription product in

StepOnePlus System (ThermoFisher SCIENTIFIC).

Western blot Analysis: Cellular extracts were prepared from sub-confluent cells. Cells were homogenized
in RIPA buffer (150mM NaCl, 2mM EDTA, 50mM Tris-HCI, pH 7.4, 1% NP-40, 0.5% sodium deoxycholate,
0.1% SDS) containing a protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich, P8340), then centrifuged (13,000xg,
5min, 4°C). Protein concentration was measured with the RC DC Protein Assay Kit (Bio-Rad) according to
the manufacturer’s instructions. Cell lysate (40ug of protein) was run on 10% SDS polyacrylamide gel.
Proteins were transferred to nitrocellulose membranes (Amersham), blocked in Tris-Buffered Saline and
Tween 20 (TBST) with 5% nonfat dried milk and incubated at 4°C overnight with primary antibodies.
Membranes were washed, incubated for 2 hours with appropriate secondary antibodies and revealed
with ECL PRIME detection reagent (Amersham). Images were captured using Chemi-capt imaging system

(Vilber Lourmat).

Detection of hypoxia, and perfusion in tumors: To visualize hypoxic regions, mice bearing tumors
received an IV injection of pimonidazole 60mg/kg 30 minutes before sacrifice. Pimonidazole adducts,
which form with thiol-containing proteins in hypoxic conditions (pO2< 10 mm Hg), were revealed using a

fluorescein-coupled antibody as indicated by the manufacturer (Hypoxyprobe).

To assess tumor perfusion, mice were injected 30 min before sacrifice with Hoechst (15mg/kg) injected

30 minutes and 2 minutes before sacrifice.

Luciferase activity in lungs: Luciferase activity was visualized in mice that were injected i.p. with 200
mg/kg of d-luciferin (PerkinElmer) 20min before sacrifice. Lungs were dissected and imaged using an IVIS
spectrum system (Caliper Life Science). Images were acquired and analyzed using the Livinglmage 4.3

software.

Quantification of luciferase expression was then performed on pieces of frozen lung tissues (about
100mg) which were homogenized with an automated tissue homogenizer (Precellys evolution) in 300yl
of Passive Lysis Buffer (Promega, E1531) and centrifuged (13,000xg, 5 min, 4°C). Bioluminescent signal

generated by the luciferase activity was quantified in a microplate reader (Berthold, Tristar2) adding 50pl
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of detection buffer (Promega, E1500) to 50ul of tissue lysate in opaque 96-well microplates. Results,
expressed in Relative Luminometric Units (RLU) were normalized by the protein content in tissue
homogenate and by the specific luciferase activity (RLU/mg protein) of each cell line measured in cells

the day of their injection into mice.

Quantification of TGFP activation: TGFB activation assay was performed transfecting in cells a GFP-
reporter plasmid (Qiagen) designed to monitor in cultured cells the activation of the SMAD2/3 complex.
When indicated, cell culture medium was supplemented 24h before transfection with 2 to 20pg/ml of
recombinant TGFPB (R&D Systems). GFP expression was quantified by fluorimetry (Tristar apparatus,
Berthold).

TSP1 overexpression: Mouse TSP1 cDNA was amplified by PCR with PrimeSTAR Max DNA polymerase
(Takara Clontech, R045A) and cloned into the MCS region of a mammalian expression plasmid

downstream of a CMV promoter that was then transfected into cells.

Cell lines establishment: Lentiviral vectors pLKO.1 expressing non-target shRNA, (Sigma-Aldrich, SHC002,)
or shRNA construct targeting TSP1 exon 5, (Sigma-Aldrich,

TRCNO0000039696) and lentiviral vectors pTRIP (Dharmacon) expressing Luciferase Firefly, H2B-GFP or
H2B-mCherry were produced in HEK293FT cells by the tri-transfection method using calcium phosphate.
Lentiviral particles were harvested 72 hours after transfection. For lentiviral transduction, 5 x 10° cells

were seeded onto 12-well plate and incubated 6 hours with lentivirus in OPTI-MEM.

Construction of sgRNA expression plasmids for TSP-1 activation: Target sites within the -250bp
upstream transcription start site of TSP1 gene were identified using the online CRISPR design tool
(crispr.mit.edu) as described (Ran et al., 2013). Pairs of DNA oligonucleotides encoding corresponding
sgRNA were annealed together and ligated into Bbsl-digested plasmid pAC154-dual-dCas9VP160 and
transfected into cells along with a nuclease-dead Cas9 activator system pAC154-dual-dCas9VP160-
sgExpression (Addgene, 48240) as described (Cheng et al., 2013). Quantitative real-time PCR was used to

validate efficient transcriptional activation of TSP1 48 h after transfection.

sgRNA  Target sequence Forward primer(5'=>3') Reverse primer (5'=2>3')

guide

Gl GGGAGACTCCGATCCCGCAC — caccGGGAGACTCCGATCCCGCAC — aaacGTGCGGGATCGGAGTCTCCC
G7 CCAGGGCTCCTGTGCGGGAT — caccGCCAGGGCTCCTGTGCGGGAT — aaacATCCCGCACAGGAGCCCTGGC

TSP1 knock-in (genome editing): Genome editing was performed in 4T1 cells using both TALEN
(Addgene, 1000000034) as described (Ding et al., 2013) and CRISPR/Cas9 nickase systems (Addgene,
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42335) as described (Cong et al., 2013). Briefly, the first allele of thbs1 was impaired by TALEN induced
homologous recombination of puromycin resistance gene upstream of the TSP1 ATG (Fig). The second
allele of thbs1 was then modified by deletion of the genomic region ranging from exon 7 to 21 with 2
couples of CRISPR-nickase, then repaired with a donor matrix containing TSP1 cDNA bearing mutations in
frame with a P2A-hygromycin resistance cassette (Fig). Recombination events were selected growing cells
in medium containing 1ug/ml puromycin (StressMarq) and 0.2mg/ml hygromycin (Euromedex). Isolated
clones were characterized by PCR on genomic DNA extracted with GenElute Mammalian Genomic DNA

Miniprep Kit (SigmaAldrich). The mutations introduced were as follows:

Cell line 4T1mCD36 4T1mTGFB
WT sequence CSVTCGDGVITRIR KRFK
Mutated sequence CLGQCGDGVIEQIQ KQwQ
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CONCLUSION

Grace a ce travail nous avons montré que l'expression de la TSP1 augmente avec le grade et l'agressivité
tumorale dans le cancer du sein en clinique. Dans le modéle murin de cancer du sein métastatique 4T1, la
TSP1 est un puissant inducteur des métastases, d’'une part via l'activation du TGFB latent et
l'laugmentation du phénotype mésenchymateux des cellules et d’autre part via l'augmentation de

I’hypoxie qui accroit I'agressivité tumorale.

On peut émettre comme hypothése que dans les stades précoces de la tumorigenése, les propriétés anti-
angiogéniques de la TSP1 exerceraient une fonction anti-tumorale en inhibant la mise en place de la
vascularisation tumorale nécessaire a l'initiation de la tumeur. Puis dans les stades plus avancés,

I'expression de la TSP1 serait augmentée, conduisant a I'augmentation de la dissémination métastatique.

Linhibition de la TSP1 ne modifie pas la progression tumorale mais diminue fortement I’hypoxie, 'EMT,
I'invasion, I'extravasation et les métastases dans un modele de cancer du sein métastatique possédant les
caractéristiques du sous type histologique intrinseéque le plus agressif, le sous type Basal. Cette inhibition
permet également de « normaliser » la vascularisation tumorale induisant la diminution de I’hypoxie

tumorale.

La TSP1 est donc une cible thérapeutique pertinente dans le traitement des tumeurs du sein
métastatiques, pour inhiber la dissémination métastatique qui cause la majorité des déces.
Laugmentation de la perfusion tumorale devrait permettre d’améliorer l'efficacité des traitements
chimiothérapeutiques et radiothérapeutiques. La diminution de I’"hypoxie devrait quant a elle conduire a

diminuer tous les mécanismes d’agressivité qu’elle induit.
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DISCUSSION GENERALE

La recherche sur le cancer a permis la découverte de caractéristiques communes des cellules cancéreuses
(Hanahan and Weinberg 2000). C’est a partir de cette caractérisation que des molécules thérapeutiques
ont pu étre mises au point et ont permis de diminuer tres significativement la mortalité due a cette
pathologie. Néanmoins le traitement le plus efficace a ce jour reste la résection chirurgicale de la masse
tumorale. En effet, I'utilisation de la chimiothérapie et la radiothérapie reste limitée par la sélection de

cellules tumorales résistantes au cours de ces traitements (Baylin 2011).

La dissémination métastatique est le probléeme majeur de la prise en charge thérapeutique du cancer, a
I'origine de 90% des déces. Il est donc urgent de mieux comprendre les mécanismes mis en cause et de

mettre au point de nouveaux traitements permettant I’élimination des métastases.

| - STRATEGIES ANTI-ANGIOGENIQUES

Ces derniéres années ont vu émerger de nouveaux concepts dans le traitement des cancers, et
notamment |'idée de cibler le microenvironnement tumoral, plutot que les cellules tumorales. En effet de
nombreux travaux montrent que le microenvironnement tumoral composé de la matrice extracellulaire,
des fibroblastes activés, des vaisseaux sanguins et des cellules immunitaires, réduit l'efficacité des
traitements (Hirata et al. 2015), augmente l'invasion cellulaire (Levental et al. 2009; Tse et al. 2012) et
possede des propriétés immunosuppressives (Zou 2005), constituant donc une cible de choix (Hanahan

and Weinberg 2011).

Les traitements visant a inhiber 'angiogenése tumorale constituent la premiéere tentative de modification
du microenvironnement tumoral. Le postulat de départ était que I'inhibition de la formation des néo-
vaisseaux sanguins induirait une hypoxie massive conduisant a une mortalité cellulaire. Cette hypothése
était notamment basée sur les travaux de Judah Foklman qui démontraient que la croissance tumorale
nécessite un apport vasculaire et que l'inhibition de cet apport permet de diminuer la croissance
tumorale (Folkman 2006). Porteurs de nombreux espoirs, ces traitements ont apporté dans certains
cancers une augmentation de la survie sans progression mais n‘ont montré que dans quelques exceptions
une augmentation de la survie globale (Carmeliet and Jain 2011). C'est notamment le cas lorsque les
tumeurs sont porteuses de mutations les rendant fortement dépendantes de |'angiogenese, par exemple
dans le carcinome rénal a cellules claires dans lequel I'inhibiteur majeur du facteur de transcription

HIFla, la protéine Von Hippel-Lindau est mutée (Jayson et al. 2016).
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Il - ROLE DE L'HYPOXIE TUMORALE

L'hypoxie tumorale a pendant longtemps été considérée comme étant anti-tumorale et le but des
traitements anti-angiogéniques était donc de l'augmenter (Ellis and Hicklin 2008). Cependant cette vision
commence a changer puisque de plus en plus d’indices convergent vers le fait que I’hypoxie pourrait étre
au contraire un inducteur de la prolifération (Terraneo et al. 2014) et de I'agressivité tumorale (Yang et al.
2008; Gilkes et al. 2014; McDonald et al. 2016). En effet, une hypoxie importante régne dans les tumeurs
car la vascularisation tumorale est peu efficiente, puisque composée de vaisseaux tumoraux mal
structurés et peu fonctionnels (McDonald and Choyke 2003). Le cancer du pancréas (Koong et al. 2000) et
le glioblastome (Vallabhajosula et al. 2011), deux des cancers les plus prolifératifs et les plus invasifs, sont
des tumeurs particulierement hypoxiques comme la plupart des tumeurs solides. De plus, des études
précliniques et cliniques ont montré qu’un des effets secondaires des traitements anti-angiogéniques est
I'augmentation de I'invasion cellulaire (Ebos et al. 2009; Ellis and Reardon 2009; Paez-Ribes et al. 2009). ||

était donc nécessaire de réévaluer le réle de I’hypoxie dans I'agressivité et la dissémination tumorale.

Il - ROLE DE LA TSP1 DANS LA PROGRESSION ET LA DISSEMINATION METASTATIQUE

Dans les cancers, le niveau d’expression de la TSP1, inhibiteur majeur de I'angiogenése, n’est pas tres clair
dans la littérature. Certaines études montrent une répression de son expression par rapport au tissu
normal quand d’autres observent une surexpression, parfois pour un méme organe (Roberts 1996; de
Fraipont et al. 2001). Le groupe de Gyorffy (Gyorffy et al. 2013) a compilé de nombreuses études de
microarrays de tumeurs du sein et a normalisé ces données de facon a pouvoir les analyser globalement.
Ceci permet de disposer de plus de 4000 échantillons analysés et de réaliser des études fines avec des
résultats statistiquement significatifs, ce qui est difficile avec chacune de ces études prises séparément.
Ceci nous a permis de montrer qu’une expression plus élevée de la TSP1 dans les tumeurs du sein de
grade | est corrélée a une meilleure survie, qu’elle n’est d’aucun pronostic dans les tumeurs de grade Il et
gu’elle est corrélée a une moins bonne survie dans les tumeurs de grade Ill. Nos données cliniques
confirment que l'expression protéique de la TSP1 augmente avec le grade tumoral. Lanalyse de
I'expression de la TSP1 de fagon globale, comme réalisé dans différentes études, sans distinguer le grade
tumoral n’est donc pas pertinente. Ceci peut expliquer les résultats non concordants des études sur
I'expression de la TSP1 dans les cancers et montre la nécessité de confirmer ces résultats dans d’autres

cancers ségrégés par grade tumoraux.

Nous montrons également dans cette étude que la TSP1 est plus fortement exprimée dans le sous type
histologique Basal, le plus invasif et de moins bon pronostic de tous les sous types histologiques du

cancer du sein. Son expression est corrélée avec les différents marqueurs d’agressivité tumorale tel que le
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grade mitotique, le marqueur de prolifération Ki67 et la nécrose. Dans le cancer du sein invasif, son
expression est reliée avec l'atteinte ganglionnaire (Byrne et al. 2007), a une moins bonne survie et a la
rechute métastatique dans les cancers du sein triples négatifs (Campone et al. 2015). Une augmentation
de la TSP1 dans les stades les plus agressifs a également été observée dans le cancer du pancréas (Okada
et al. 2010), du rein (Veliceasa et al. 2007) de la prostate (Firlej et al. 2011) et dans les glioblastomes
(Kawataki et al. 2000). Lexpression de la TSP1 est donc clairement reliée a une augmentation de

I'agressivité tumorale.

Nos données cliniques suggerent que la TSP1 exerce un réle différent en fonction du grade tumoral et du
sous type histologique. On peut émettre comme hypothése que dans les stades précoces ou peu
agressifs, la fonction anti-angiogénique de la TSP1 exercerait un réle anti-tumoral en inhibant la mise en
place de la vascularisation tumorale et maintiendrait la tumeur dans un état de latence. De plus la TSP1
est un activateur majeur du TGF[ latent qui inhibe la prolifération et induit I'apoptose des cellules
tumorales dans les stades précoces de la tumorigenése (Coffey et al. 1988; Zarzynska 2014). Le
promoteur de la TSP1 a été retrouvé méthylé dans les lymphomes, les neuroblastomes (Yang et al. 2003),
les cancer de I'estomac (Guo et al. 2010) et du pénis (Guerrero et al. 2008). Son expression a également
été montrée comme réprimé par plusieurs oncogenes comme Myc, Jun, WT1 ou Ras et induite par le
gene suppresseur de tumeur p53 (Stenina-Adognravi 2014). De méme, dans le cancer du sein, nous
montrons que l'expression de la TSP1 est faible ou inexistante dans les lignées cellulaires tumorales
possédant les caractéristiques du sous type histologique Luminal correspondant a un bon pronostic. Pour
étudier l'effet de la TSP1 dans les stades précoces de la tumorigenése, il serait intéressant d’étudier si la
surexpression de la TSP1 dans une lignée cellulaire I'exprimant faiblement, telle que la lignée murine
67NR ou humaine MCF7, modifie la prise tumorale des greffes orthotopiques réalisées a partir de ces

cellules.

Les études sur l'angiogenése ce sont concentrées sur l'analyse de l'expression des facteurs pro-
angiogéniques au cours de la progression tumorale. L'étude de I'expression des facteurs anti-
angiogéniques en fonction du grade tumoral et du sous type histologique semble nécessaire pour
déterminer si I'augmentation de I'expression de la TSP1 au cours de la progression tumorale est un

mécanisme commun a tous les facteurs anti-angiogéniques.

Pour expliquer l'augmentation de I'expression de la TSP1 avec le grade tumoral, nous pensons qu’un
cercle vicieux pourrait se mettre en place entre la TSP1, le TGF(3 et I’hypoxie. En effet le TGFB activé

majoritairement par la TSP1 (Ribeiro et al. 1999) induit lui-méme I'expression de la TSP1 (Okamoto et al.
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2002). De méme, I’hypoxie induite par la TSP1 augmente également I'expression de la TSP1 (Osada-Oka
et al. 2008; Firlej et al. 2011; Ortiz-Masia et al. 2012). Nous démontrons que tel est également le cas dans

un modele de cancer du sein métastatique.

Dans les tumeurs du sein de grade tumoral Il et dans le sous type basal le plus agressif, il est probable
qgue l'augmentation de la quantité de la TSP1 stimule également I'invasion des cellules tumorales. En
effet, dans notre étude nous montrons que la surexpression de la TSP1 dans la lignée luminale 67NR
augmente fortement les capacités de migration et qu'a l'inverse, son inhibition dans des cellules qui

I'expriment fortement (4T1 et MDA-MB-231) inhibe la migration et l'invasion.

Nous montrons que la mutation du site de la TSP1 permettant l'activation du TGFB (tumeurs 4T1 mTGFp)
inhibe la formation des métastases. Dans la littérature, il a été montré dans les gliomes que les niveaux
de TSP1 et de TGFB actifs augmentent simultanément au cours de la progression tumorale (Kawataki et
al. 2000) et que la concentration plasmatique du TGFB augmente également avec les grades tumoraux
dans le cancer du sein (Sheen-Chen et al. 2001). Cependant il est possible que I'inhibition des métastases

observée dans ces tumeurs 4TImTGF, résulte en partie de la petite taille des tumeurs.

Nous avons en effet observé une inhibition massive de la croissance tumorale dans les tumeurs mTGFp,
dans lesquelles la capacité de la TSP1 a activer le TGFf} a été complétement inactivée, alors que
I'inhibition de la TSP1 par un shRNA n’induit aucune modification de cette croissance, indiquant un
possible effet de seuil. Le TGFP est un facteur de croissance qui régule la prolifération des cellules
tumorales. Les cellules murines mammaires métastatiques 4T1 utilisées dans notre étude ont été
décrites comme étant particulierement dépendantes du TGFP pour leur croissance in vivo
(Bandyopadhyay et al. 2010). Pour définir plus précisément le réle du TGFP dans la dissémination
métastatique de notre modele I'étude, I'expression d’un rapporteur de la voie SMAD qui est activée par le
TGFp pour induire I'EMT et I'invasion (Vincent et al. 2009; Lamouille et al. 2014) pourrait étre suivie au

cours de la progression tumorale suivant que la TSP1 est inhibée ou non.

Le TGFf} posséde également des propriétés immunosuppressives puissantes qui favorisent la croissance
de la tumeur (Akhurst and Hata 2012). Il induit notamment la différenciation des lymphocytes T en
lymphocytes T régulateurs (Treg) qui inhibent la réponse immunitaire dans la tumeur (Liu et al. 2007; Lin
et al. 2010). La comparaison de la quantité de lymphocytes Treg dans les tumeurs shTSP1 et dans les
tumeurs 4TImTGF pourrait permettre de déterminer la part du systéme immunitaire dans I'inhibition

de la croissance tumorale observée lorsque le site d’activation du TGF[3 est muté.
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IV - INDUCTION DE LA DISSEMINATION METASTATIQUE PAR L"HYPOXIE

Le résultat majeur de notre étude est la démonstration qu’une meilleure oxygénation de la tumeur
primaire réprime fortement la dissémination métastatique. En effet, les tumeurs 4T1mCD36 dans
lesquelles le site d’interaction de la TSP1 avec le récepteur CD36, qui médie majoritairement ses
propriétés anti-angiogéniques, a été muté ont une croissance comparable aux tumeurs contréles, mais
sont mieux vascularisées, moins hypoxiques et ne disséminent pas spontanément dans le poumon alors
méme que ces cellules activent le TGFf latent, sont capables de migrer et d'extravaser. Ces données
rappellent l'effet pro-invasif des traitements anti-angiogéniques pharmacologiques observés en
préclinique (Ebos et al. 2009; Paez-Ribes et al. 2009) et en clinique dans le glioblastome (Ellis and
Reardon 2009).

Cependant le ou les mécanismes mis en jeu restent a déterminer précisément, plusieurs processus

pouvant étre impliqués.

Le TGFP activé par la TSP1 induit la mise en place d’un microenvironnement immunosuppressif. Par
ailleurs une étude a montré qu’une augmentation de |'oxygénation modifie le microenvironnement vers
un état immunopermissif en diminuant la quantité de TGFP et de lymphocytes T régulateurs, et en
augmentant l'infiltration et I'activation des lymphocytes T et des Natural Killer (NK). Cette réactivation du
systeme immunitaire par I'oxygénation tumorale permet de diminuer fortement les métastases dans des
modeles tumoraux de mélanome, de fibrosarcome et dans le modeéle de cancer du sein métastatique 4T1
utilisé dans notre étude (Hatfield et al. 2015). Le systeme immunitaire peut jouer a différents niveaux de
la dissémination métastatique : au niveau de la tumeur primaire en empéchant la croissance tumorale et
I'intravasation, au niveau de la circulation sanguine en induisant la mort des cellules tumorales
circulantes et au niveau de la colonisation du nouveau tissu en inhibant le développement de la

métastase.

Les cellules 4TImCD36 sont capables de migrer, mais il est possible que pour disséminer dans I'organisme
et former des métastases, les cellules aient besoin d’un inducteur comme le stress hypoxique. En effet
I'hypoxie est par exemple un puissant régulateur du métabolisme cellulaire (Liberti and Locasale 2016).
Elle induit la modification des voies métaboliques impliquées dans la production d’énergie nécessaire a la
croissance des cellules tumorales conduisant notamment a une augmentation de l'invasion et des
métastases (Zhou et al. 2010). Une meilleure oxygénation des tumeurs pourrait permettre de réverser ce
phénotype bloquant de ce fait la dissémination métastatique. L'hypoxie est également connue pour
induire le maintien et la prolifération des cellules souches cancéreuses (Inukai et al.). Cette population
cellulaire a été montrée dans de nombreux travaux comme subissant préférentiellement I'EMT et comme

étant a 'origine des CTC et des métastases (Sheridan et al. 2006; Lathia et al. 2011; Soehngen et al. 2014;
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Mitra et al. 2015). Une diminution de I'hypoxie tumorale pourrait permettre de diminuer le pool de CSCs

présentes dans la tumeur.

Enfin, I'interaction de la TSP1 avec le récepteur CD36 exprimé par les plaquettes a été montré comme
nécessaire a l'agrégation plaquettaire et a la formation du caillot sanguin (Kuijpers et al. 2014). La
mutation du site d’interaction de la TSP1 avec le CD36 pourrait inhiber la liaison des cellules tumorales
circulantes avec les plaquettes, réprimant la formation des emboles protégeant les cellules tumorales du

systeme immunitaire et favorisant I'extravasation des CTC (Im et al. 2004).

V - NORMALISATION VASCULAIRE

Au vu de nos données expérimentales et cliniques, il semble clair qu’il est nécessaire de diminuer
I’hypoxie tumorale pour inhiber I'invasion et la dissémination métastatique. Jain est le premier a avoir
émis I'idée qu’une normalisation vasculaire induite par l'utilisation raisonnée des traitements anti-
angiogéniques, permettant une diminution de I’hypoxie, était préférable a I'asphyxie de la tumeur, qui

favoriserait I'agressivité tumorale et la dissémination métastatique (Jain 2005).

Nous proposons dans cette étude, de normaliser la vascularisation tumorale par I'inhibition d’un facteur
anti-angiogénique, la TSP1. Cette inhibition induit effectivement une augmentation du nombre de
vaisseaux fonctionnels, une diminution de I’hypoxie tumorale et une diminution de 80% des métastases.
Cependant cette amélioration de la perfusion ne favorise pas la croissance tumorale. Cela démontre que
dans notre modéle de cancer du sein métastatique la croissance tumorale est peu dépendante de
I'apport en oxygéne. Nos données cliniques montrent que 70% des métastases du foie issues de tumeurs
TSP1 positives expriment également la TSP1, suggérant qu'en clinique également, la croissance des
métastases soit peu dépendante de l'angiogenése tumorale. Un travail a par ailleurs montré dans le
mélanome que la vascularisation des métastases pulmonaires provient de la cooptation des vaisseaux

existants (Szabo et al. 2015).

V| - CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Dans ce travail, nous avons étudié deux fonctions majeures de la TSP1 dans la progression et la
dissémination tumorale : I'activation du TGFp latent et les propriétés anti-angiogéniques via le récepteur
CD36. D’autres partenaires de la TSP1 peuvent étre également impliqués dans ses propriétés pro
tumorales. Par exemple la TSP1 possede la capacité de remodeler la matrice extracellulaire et elle régule
I'adhésion et la dé-adhésion cellulaire. Nous avons montré que I'inhibition de la TSP1 diminue la densité,
la cohésion et la structuration du réseau d’actine d’une structure 3D. Or des études montrent que la
confluence cellulaire peut modifier la réponse a un méme stimulus. Par exemple, le PDGF induit la

prolifération des cellules tumorales éparses, alors qu’il induit la migration des mémes cellules lorsqu’elles
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sont a confluence (Sz66r et al. 2016). Laugmentation de la densité cellulaire par la TSP1 pourrait donc
induire I'invasion des cellules tumorales. De plus, cette augmentation de la densité pourrait augmenter la
tension cellulaire au sein de la tumeur. Or une forte tension cellulaire est associée a une augmentation de
I'invasion (Tse et al. 2012). Il serait intéressant de mesurer ces parametres dans notre modele de tumeurs

du sein métastatiques in vivo.

Le compartiment immunitaire tumoral est |I'objet de nombreuses recherches actuellement. Dans les
tumeurs, I'expression de cytokines immunosuppressives comme le TGF[3 et I'expression de récepteurs
inhibiteurs comme PDL1 par les cellules tumorales elles-mémes diminuent l'efficacité de la réponse
immunitaire contre la tumeur (Zou 2005). Le but des traitements immunothérapeutiques actuellement
en développement clinique est justement de réactiver I'efficacité du systéme immunitaire (Hughes et al. ;
Srivastava and McDermott 2014). La TSP1 est un activateur majeur du TGFB, un puissant
immunosuppresseur, et elle interagit également avec le récepteur CD47 qui est impliqué dans de
nombreux mécanismes de régulation du systeme immunitaire (Sockolosky et al. 2016). Linhibition de la

TSP1 pourrait donc également favoriser la réactivation du systéme immunitaire contre la tumeur.

Nous démontrons grace a ce travail que la TSP1 est une cible thérapeutique pertinente pour le traitement
des cancers du sein métastatiques et que son inhibition réprime fortement la dissémination
métastatique. Pour cela, nous proposons d’utiliser une stratégie d’inhibition via le siRNA dirigé contre la
TSP1 utilisé dans notre étude. Cette approche a déja été utilisée dans un modeéle de cancer de la prostate

(Firlej et al. 2011).

Cette étude permet également de montrer que I'augmentation de I’hypoxie tumorale est une stratégie
risquée. Dans notre modele, les tumeurs hypoxiques sont en effet nettement plus métastatiques que les
tumeurs mieux perfusées. Or les métastases sont la cause majeure du déces des patients. La
normalisation vasculaire permettant de diminuer I’hypoxie et d’augmenter la perfusion des traitements

chimiothérapeutiques semble étre une voie plus prometteuse.

Linhibition de la TSP1 permet d’obtenir un état vasculaire proche de celui observé dans un tissu sain,
cependant pour ne pas se retrouver avec une angiogenése incontrélée et maintenir cette « normalisation
vasculaire » dans le temps, 'inhibition concomitante d’un facteur anti-angiogénique, la TSP1 et d’un

facteur pro-angiogénique, le VEGF pourrait étre explorée.

La normalisation vasculaire seule ne peut suffire a traiter des tumeurs du sein métastatiques, mais
utilisée en combinaison avec la chimiothérapie et la radiothérapie, elle devrait permettre d’'une part de
diminuer I'agressivité tumorale liée a I’hypoxie et d’autres parts améliorer la perfusion et I'efficacité de

ces traitements.
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