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RÉSUMÉ 

 

L’annexine A1 (ANXA1) appartient à la vaste superfamille des annexines qui englobe des 

protéines capables de se lier aux phospholipides membranaires de façon calcium dépendante. C’est 

une protéine multifonctionnelle initialement décrite pour ses propriétés anti-inflammatoires. Elle est 

présente dans le noyau, le cytosol et les membranes cellulaires et peut également être sécrétée et 

clivée dans le milieu environnant. L’ANXA1 présente un important intérêt en oncologie du fait de sa 

dérégulation dans de nombreux cancers. En fonction des types de cancers, l’ANXA1 est surexprimée 

ou sous-exprimée par rapport au tissu sain. Elle est surexprimée dans le cancer du sein triple négatif 

par rapport aux autres sous-types de tumeurs mammaires et dans les mélanomes par rapport aux 

mélanocytes. Dans ces deux pathologies, bien que l’ANXA1 soit associée aux processus de 

prolifération, migration et invasion, les mécanismes précis de son rôle au sein d’une tumeur restent 

mal connus, notamment ceux impliquant la fraction extracellulaire. Les études menées sur des souris 

n’exprimant pas l’Anxa1 ont également montré que l’ANXA1 stromale est impliquée dans le 

développement et la progression tumorale. 

Le premier objectif a donc été de tester la possibilité de bloquer la protéine extracellulaire via 

un anticorps monoclonal breveté, le VJ4B6, pour diminuer la migration (in vitro) et la dissémination (in 

vivo). Nos données montrent que le VJ4B6 ne permet pas de limiter la migration cellulaire des lignées 

de cancer du sein triple négatif (MDA-MB-231-luc) et de mélanome (SK-MEL-28 et A375-MA2) 

présentant de l’ANXA1 extracellulaire. Cet anticorps ne permet pas non plus de limiter le 

développement et la dissémination tumorale du mélanome B16Bl6 in vivo.  

Le second objectif a été d’étudier le rôle de l’ANXA1 tumorale et stromale dans le 

développement et la dissémination du mélanome. Nos résultats ont montré que l’ANXA1 tumorale est 

impliquée dans la prolifération des cellules A375-MA2 et SK-MEL-28 in vitro. L’utilisation de souris 

invalidées pour l’Anxa1 a également permis de mettre en évidence que l’ANXA1 stromale favorise le 

développement tumoral et la formation de métastases des cellules murines B16Bl6 in vivo. De façon 

intéressante, les études réalisées sur les tumeurs ont montré que l’absence d’ANXA1 stromale limite 

la prolifération des cellules tumorales ainsi que l’angiogenèse. Ceci peut donc expliquer la progression 

limitée des tumeurs chez les souris invalidées. De plus, les tumeurs développées chez ces dernières 

présentent une surexpression des marqueurs lymphocytaires (CD3, CD4, FoxP3, CD8a, NKp46) par 

rapport à celles développées chez les souris sauvages. Cet afflux lymphocytaire concerne à la fois les 

lymphocytes pro- et anti-tumoraux. Nous avons donc émis l’hypothèse que ce dernier soit une 

conséquence d’une perméabilité accrue des vaisseaux tumoraux au niveau des tumeurs des souris 

invalidées pour l’Anxa1.  

 

Mots clés: annexine A1 extracellulaire, cancer du sein triple négatif, mélanome, progression tumorale, 

microenvironnement, immunité, angiogenèse. 

 

 



 

ABSTRACT 

 

Annexine A1 (ANXA1) belongs to the annexin superfamily, which includes proteins capable of 

binding membrane phospholipids in a calcium dependent manner. This is a multifunctional protein 

initially described for its anti-inflammatory properties. ANXA1 can be nuclear, cytosolic, membrane 

and it can also be secreted and cleaved in surrounding environment. It presents a real interest in 

oncology due to its deregulation in many cancers. Depending on cancer types, ANXA1 is up- or down-

regulated compared to normal tissues. It is overexpressed in triple negative breast cancer relative to 

other subtypes of breast tumors and in melanoma compared to melanocytes. In both pathologies, 

ANXA1 is associated with proliferation, migration and invasion processes, but the exact mechanism of 

its roles in tumors still unknown, especially those mediated by extracellular fraction. Studies carried 

out with Anxa1 null mice have shown the ANXA1 from stromal cells implication in tumor development 

and progression. 

The first objective of this work was to test the opportunity to block extracellular ANXA1 with a 

monoclonal patented antibody, VJ4B6, to decrease migration (in vitro) and dissemination (in vivo). Our 

results showed that VJ4B6 was unable to limit cellular migration of triple negative breast cancer (MDA-

MB-231-luc) and melanoma (SK-MEL-28 and A375-MA2) cell lines presenting extracellular ANXA1. This 

antibody was also unable to decrease tumor development and dissemination of B16Bl6 melanoma in 

vivo. 

 The second objective was to study the role of ANXA1 from tumoral and stromal cells in 

melanoma development and dissemination. Our results highlighted involvement of tumoral ANXA1 in 

proliferation of A375-MA2 and SK-MEL-28 melanoma cells in vitro. The use of Anxa1 null mice allowed 

to reveal that stromal ANXA1 promotes tumor development and metastases formation of murine 

B16Bl6 cells in vivo. Interestingly, studies of tumors showed that stromal ANXA1 absence limits both 

proliferation of tumor cells and angiogenesis. This could explain the decreased progression of tumors 

in Anxa1 null mice. Furthermore, tumors developed in these mice presented overexpression of 

lymphocyte markers (CD3, CD4, FoxP3, CD8a, NKp46) compared to those developed in wild-type mice. 

This lymphocyte influx concerned both pro- and anti-tumoral lymphocytes. Our hypothesis is that 

lymphocyte influx is a result of increased tumor vessels permeability in tumors from Anxa1 null mice. 

 

Key words: extracellular annexine A1, triple negative breast cancer, melanoma, tumor progression, 

microenvironment, immunity, angiogenesis. 

 

 

 

 

 



 

ÉTHIQUE ANIMALE 

 

Au cours de ce travail de thèse plusieurs études in vivo ont été réalisées, nécessitant de 

l’expérimentation animale. Ces travaux ont fait l’objet d’une demande d’autorisation de projet et ont 

été validés par le comité d’éthique local (C2E2A, Comité d'Ethique pour l'Expérimentation Animale 

Auvergne) et par le ministère de l’éducation nationale, de l’enseignement et de la recherche 

(autorisation n°17844). Durant toutes ces études le bien-être animal a été respecté. 

Une observation journalière des animaux a été assurée afin de vérifier le comportement 

général des souris. Une observation trihebdomadaire plus poussée a également été réalisée afin de 

suivre le volume tumoral et le poids de chaque souris et de vérifier qu’aucun point limite n’était atteint 

(perte de poids > 20%, tumeur > 10% poids animaux). Les animaux ont été hébergés par groupe de 6 

maximum dans des cages ventilées de 435cm² contenant de l’enrichissement de milieu (cabane, coton, 

bois) afin de favoriser leur comportement naturel et de limiter leur anxiété. La pièce d’hébergement 

des animaux est thermostatée à 24°C afin de respecter les normes d’ambiances optimales pour 

l’espèce avec un cycle de lumière 12h/12h. Les litières et les cages ont été entièrement changées une 

fois par semaine, le plus souvent à la suite d’une procédure.  

Des précautions ont été prises lors de l’utilisation de souris mâles et femelles. Afin d’éviter les 

signes d’agressivité chez les mâles, ces derniers ont été systématiquement manipulés avant les 

femelles et les gants ont été changés entre chaque cage. Les souris mâles présentant des signes 

d’agressivité ont été isolées afin de ne pas blesser leurs congénères et hébergées dans des cages avec 

de l’enrichissement (maison, tuyau, morceaux de bois et de coton).   

La mise à mort des animaux a été réalisée à la fin du protocole d’étude ou lorsque les points 

limites ont été atteints. Elle a été réalisée par dislocation cervicale sous anesthésie gazeuse 

(isoflurane).  
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AVANT PROPOS 

 

 

Le cancer est une pathologie très meurtrière et hétérogène responsable de près de 157 000 

décès en France en 2018 selon l’institut national du cancer ou INCa [1]. L’un des défis actuels est donc 

de développer des traitements personnalisés qui permettront d’augmenter le nombre de patients 

répondeurs et ainsi de limiter les phénomènes de résistance. Face à ce besoin grandissant de « mieux 

traiter » les patients atteints de cancer, une grande partie de la recherche en oncologie vise à identifier 

de nouvelles cibles non seulement thérapeutiques mais également pronostiques et diagnostiques. En 

effet, un diagnostic précoce permet d’augmenter considérablement les chances de survie des patients, 

et les cancers diagnostiqués à des stades métastatiques présentent des pronostics très péjoratifs. 

L’étude des mécanismes/protéines de dissémination tumorale est également priorisée au vu de la 

grande difficulté à traiter les cancers atteignant ces stades avancés. Les métastases sont en effet 

responsables de plus de 90% des décès par cancers (source INCa). 

L’UMR 1240 IMoST INSERM/UCA (Imagerie Moléculaire et Stratégies Théranostiques, Institut 

National de la Santé et de la Recherche Médicale, Université Clermont Auvergne) s’inscrit dans cette 

problématique en ayant pour principal objectif la mise à jour de nouveaux outils et/ou cibles pour le 

traitement et le suivi thérapeutique, principalement en oncologie. Cette unité bénéficie, de l’expertise 

de radiopharmaciens, anatomo-pathologistes, cliniciens, médecins nucléaires et oncologues du centre 

régional de lutte contre le cancer Jean Perrin et du CHU Gabriel Montpied. Elle possède différentes 

thématiques de recherche sur divers types de cancers dont le mélanome et le cancer du sein triple 

négatif. L’unité s’intéresse depuis plusieurs années à l’annexine A1, notamment son rôle dans 

l’agressivité du mélanome in vitro et in vivo. 

 

C’est dans ce contexte que s’inscrit ce travail de thèse qui a bénéficié d’un financement par le Ministère 

de l’Enseignement Supérieur et de la Recherche (MESR). Ce manuscrit se divise en trois parties : 

 Une introduction bibliographique, permettant d’établir un état de l’art sur l’annexine A1, 

divisée en trois parties : 

 - la première se consacre à replacer l’annexine A1 au sein de sa superfamille et 

également à la description de sa structure caractéristique et de ses principales fonctions. 
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 - la seconde relate l’implication de l’annexine A1 dans la progression tumorale avec 

dans un premier temps une vue globale du rôle de cette protéine dans les cancers, puis se 

focalise sur les deux pathologies étudiées lors de ces travaux de thèse : le mélanome et le 

cancer du sein triple négatif.   

 - la troisième expose l’implication de l’annexine A1 dans la modulation du 

microenvironnement tumoral après avoir décrit ses principales composantes. 

 

 Une partie expérimentale, permettant de présenter les principaux résultats obtenus, divisée 

en deux parties correspondant aux deux objectifs généraux de ces travaux. La seconde partie 

sera présentée sous forme d’article scientifique avec une présentation en français des 

principales données et conclusions. 

 

 Une partie conclusions et perspectives, permettant de faire un bilan général de l’ensemble de 

ces travaux et de discuter des limites et des perspectives de cette étude. 
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Figure 1 : Arbre évolutif et classification de la superfamille des annexines (ANX). Une analyse 

phylogénétique a été utilisée pour reconstruire les relations cladistiques et les distances évolutives 

entre les différentes ANX. Cinq grandes familles ont été identifiées en se basant sur l’appartenance des 

ANX aux vertébrés (A), aux invertébrés (B), aux champignons et êtres unicellulaires (C), aux plantes (D) 

et aux protozoaires (E). Les points de branchement entre les sous-familles correspondent à la présence 

de duplications géniques au cours du temps.  

Adapté de Fernandez & Morgan, 2003 [4]  

 

Tableau 1 : Récapitulatif des principaux noms associés aux annexines des vertébrés. 

 Noms associés aux différentes annexines des vertébrés (famille A) 

A1 Lipocortine I, P5, Calpactine II, Lipomoduline, Protéine inhibitrice PLA2, macrocortine, renocortine 

A2 Lipocortine II, P36, Calpactine I 

A3 Lipocortine III, PAP-III, Calcimedine 35- 

A4 Lipocortine IV, Endonexine I, p28, Calcimedine 35- 

A5 Lipocortine V, Endonexine II, inhibiteur de la Thromboplastine  

A6 Lipocortine VI, P68, P70, Calelectrine, Calphobindine-II 

A7 Synexine 

A8 Anti-coagulant vasculaire  

A9 Pemphaxine 

A10 - 

A11 CAP-50, ALS23 

A13 Annexine spécifique de l'intestin, ISA 
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1- La super-famille des annexines (ANX) 

 

1.1- Classification et nomenclature  

 

Selon le dictionnaire de l’académie nationale de pharmacie (AcadPharm), l’étymologie du 

terme annexine vient du latin « adnexŭs » qui signifie « rattachement », suivi du suffixe –ine associé 

aux protéines. Le nom générique annexine a fait son apparition à la fin des années 1980 [2], une dizaine 

d’années après la découverte de la première annexine : la synexine, plus connue aujourd’hui sous le 

nom d’annexine A7 [3]. Il fait référence à la capacité des protéines de cette superfamille à se lier avec 

une forte affinité aux phospholipides (PL) membranaires, suivant un mécanisme dépendant du calcium 

(Ca2+) dans la grande majorité des cas [2].  

En 2003, plus de 500 annexines ont été recensées dans 125 espèces eucaryotes plus ou moins 

évoluées [4]. A ce jour, plus d’un millier d’annexines ont été découvertes chez les Eucaryotes [5]. La 

superfamille s’organise en 5 groupes/familles correspondant aux protéines identifiées chez les 

vertébrés (groupe A), les invertébrés (groupe B), les champignons et organismes unicellulaires (groupe 

C), les plantes (groupe D) et les protozoaires (groupe E) (Figure 1) [4], [6]. Ces familles se composent 

elles-mêmes de plusieurs membres/sous-familles allant de deux chez la fougère à vingt et un chez le 

zebrafish [6]. En regard de cette classification, la convention d’écriture pour les annexines est la 

suivante : le symbole « ANX » suivi de la lettre de la famille puis du chiffre arabe de la sous-famille. Par 

exemple, les douze annexines des mammifères sont désignées par les symboles suivants :  ANXA1 à 

ANXA11 et ANXA13 [4]. Ces protéines ont été identifiées par plusieurs équipes et ont ainsi été 

nommées différemment sur la base de leur origine tissulaire et de leurs fonctions présumées (Tableau 

1).  

 

L’expression large des protéines de la superfamille des annexines au sein des Eucaryotes, qui 

s’étend des êtres unicellulaires à l’homme qui possède plus de 30 000 milliards de cellules, a soulevé 

la question de l’évolution de ces protéines. Des analyses phylogénétiques ainsi que des études de  

PARTIE 1 : L’ANNEXINE A1, UNE PROTEINE 
MULTIFONCTIONNELLE IMPLIQUEE DANS DES 
PROCESSUS PHYSIOPATHOLOGIQUES VARIÉS 
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génomiques comparatives se sont concentrées à identifier d’éventuelles annexines ancestrales et des 

liens d’évolution entre ces protéines. A l’heure actuelle, l’hypothèse la plus probable est l’apparition 

des différentes annexines suite à une série de duplications géniques. L’existence d’une annexine 

ancestrale reste quant à elle hypothétique malgré la présence de ces protéines chez les Eucaryotes 

inférieurs (Figure 1) [7], [8]. Cette vaste expression des annexines au sein des Eucaryotes plus ou moins 

évolués révèle également une importance fonctionnelle variée très probable de ces protéines. Les 

études menées sur des souris invalidées pour différents types d’annexines de la famille A ont mis en 

évidence leur implication dans différents processus comme l’inflammation, la coagulation ou encore 

les évènements membranaires [9].  

 

1.2- Les annexines de la famille A 

 

1.2.1- Distribution et expression tissulaire 

 

Les annexines comptent pour environ 2 à 4% des protéines cellulaires totales [10]. Elles sont 

majoritairement cytosoliques soit sous forme soluble soit associées à d’autres protéines (ex : protéines 

du cytosquelette) [6]. Dans une moindre mesure, certaines annexines (ex : ANXA11 et ANXA2) peuvent 

être retrouvées au niveau nucléaire et d’autres telles que l’ANXA1 à la surface des cellules. La grande 

majorité des annexines présente une distribution tissulaire très vaste (ANXA1/A3/A9) voire ubiquitaire 

(ANXA2/A4/A5/A6/A7/A11). Pour certaines telles que l’ANXA8, ANXA10 et ANXA13, leur expression 

est respectivement limitée au niveau de la peau, de l’estomac et du tractus gastro-intestinal [11]. 

L’ANXA1 et l’ANXA2 présentent une expression globale plus importante que les autres annexines, 

particulièrement l’ANXA2. A l’inverse, les annexines A9, A10 et A13 sont très peu exprimées. Pour les 

deux dernières, ceci peut s’expliquer en partie par leur spécificité tissulaire. Globalement, il existe donc 

une disparité de distribution tissulaire et d’expression entre les annexines allant d’ubiquitaire et 

fortement exprimée (ANXA2) à sélective et peu exprimée (ANXA10 et ANXA13). 

 

1.2.2- Homologie génique et structurale 

 

Les gènes codant les ANX des vertébrés sont répartis dans le génome au niveau de différents 

chromosomes. Ils sont par exemple dispersés sur huit chromosomes chez l’homme (chromosomes 1, 

2, 4, 5, 8, 9, 10 et 15) et neuf chez la souris (chromosomes 3, 5, 6, 8, 9, 11, 14, 15, 19). On peut  
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Figure 2 : Organisation structurale des gènes codant les annexines humaines. Les douze gènes codant 

les annexines humaines (famille A) présentent une organisation générale commune avec de nombreux 

introns dans la région 3’ et des exons plus grands dans la région 5’ (à l’exception de l’ANXA9). Le 

nombre d’exons ainsi que la longueur totale des gènes sont variables. Les introns sont représentés par 

les boîtes noires et les numéros des exons sont indiqués au-dessus des gènes.  

Adapté de Fernandez & Morgan, 2003 [4] 
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également noter que leur expression est majoritairement plus importante chez l’homme que chez la 

souris. Cependant, les variations d’expression entre les ANXA restent similaires (à l’exception de 

l’ANXA11) [4]. De façon générale, ces gènes présentent une organisation assez similaire avec 

notamment des exons plus rapprochés dans la région 3’, associés à la présence plus importante 

d’introns. Il existe par contre des disparités en termes de nombres d’exons et de taille des gènes. Les 

gènes codants les ANXA humaines possèdent par exemple des tailles variables allant de 14 kb pour 

l’ANXA9 à 96,3 kb pour l’ANXA10 [4] (Figure 2).  

Malgré ces différences sur le plan génique, les ANXA des mammifères présentent 40 à 60% 

d’identité au niveau de leur séquence protéique (acides aminés, AA). De plus, pour une annexine 

donnée, la différence inter-espèces est assez faible. Par exemple, l’ANXA2 présente une homologie 

protéique de 98% entre sa forme humaine, bovine et murine [12]. Par contre entre espèces plus 

éloignées telles que les protozoaires (famille E) et les vertébrés (famille A), l’homologie protéique est 

inférieure à 30% [4]. Au regard de cette identité, toutes les annexines possèdent la même structure 

tridimensionnelle composée d’un domaine « cœur » très conservé et d’un domaine régulateur plus 

variable correspondant à la partie amino-terminale (Nter). Cette structure sera détaillée dans le 

paragraphe 2.2 de cette première partie avec notamment l’exemple de l’ANXA1. Elle est en lien direct 

avec la caractéristique commune majeure des ANX : la liaison aux PL et au calcium.   

 

1.2.3- Liaison au calcium et aux phospholipides : fonction majeure 

 

Les ANX présentent plus d’affinité pour les PL chargés négativement que pour le calcium. En 

effet, les constantes de dissociation sont plus importantes pour le calcium que pour les PL. De plus, les 

annexines possèdent une affinité variable en fonction des types de PL, avec une affinité importante 

pour les acides phosphatidiques, plus faible pour les phosphatidylsérines (PS) et encore plus faible 

pour les phosphatidylinositols. De façon intéressante, l’affinité des ANX pour le calcium est multipliée 

par cent en présence de PL [12], [13]. 

De par leur structure et leur localisation, les ANX possèdent de nombreuses autres fonctions 

avérées ou supposées en lien ou non avec leur liaison membranaire. On peut par exemple citer le rôle 

supposé de ces protéines en tant que constituant de canal ionique ou encore leur rôle démontré dans 

le trafic membranaire, l’inflammation ou encore la coagulation [12], [14]. Cette dernière fonction a 

notamment donné lieu à la définition par Jacob H. Rand en 2000 du terme « annexinopathies ». En 

effet, la dérégulation de l’ANXA2 et l’ANXA5 est associée à des pathologies avec atteintes vasculaires  
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dues à des défauts de coagulation (fibrinolyse excessive, thromboembolie), comme la leucémie 

promyélocytaire et le syndrome des anti-phospholipides respectivement [15]. 

L’aspect multifonctionnel des ANX ainsi que leur implication dans des processus 

physiopathologiques a suscité un intérêt grandissant pour la recherche sur cette superfamille. Un 

projet européen (BIO4CT960083) a d’ailleurs été engagé sur la période 1996-1999 afin de mieux 

comprendre et d’élucider la structure et les fonctions des ANX. Ce projet a donné lieu à la création 

d’un site internet qui répertorie un certain nombre de données ayant servi de base pour de 

nombreuses études, notamment des données de nomenclature, de séquences géniques et protéiques 

et de cristallographie (http://www.structuralchemistry.org/annexins/index.php).  

Parmi les annexines les plus étudiées, on retrouve l’ANXA1 qui est la deuxième plus exprimée 

chez l’homme [4]. L’étude de cette protéine s’est d’abord focalisée sur son activité membranaire et 

anti-inflammatoire mais s’est ensuite élargi à de nombreuses autres fonctions impliquées notamment 

dans la carcinogenèse et la progression tumorale (prolifération, migration, invasion entre autres).  

 

2- L’annexine A1 des vertébrés : ANXA1 

 

L’ANXA1 également nommée macrocortine, rénocortine ou encore lipomoduline est l’une des 

premières annexines découverte et caractérisée au début des années 1980 [16]. Elle a initialement été 

décrite pour ses propriétés anti-inflammatoires associées à l’inhibition de la phospholipase A2 (PLA2). 

A l’heure actuelle, de nombreuses autres fonctions lui sont attribuées, liées ou non à l’immunité. Au 

fil des années et des connaissances, l’intérêt pour cette protéine multifonctionnelle n’a cessé 

d’augmenter notamment au vu de son potentiel rôle diagnostique et thérapeutique dans différentes 

pathologies humaines telles que les maladies inflammatoires ou encore les cancers.  

 

2.1- Expression tissulaire et composition génique 

 

L’ANXA1 est présente dans de nombreux tissus. Elle est fortement exprimée dans les poumons, 

la moelle osseuse, les tissus lymphoïdes, sexuels et le tractus digestif [11], [16]. A l’échelle cellulaire, 

l’ANXA1 est principalement localisée au niveau du cytosol et de la membrane plasmique [11]. Dans 

certains types cellulaires et sous certaines conditions (ex : modifications post-traductionnelles, 

activation, différenciation…), l’ANXA1 peut également être retrouvée au niveau nucléaire ou encore  

http://www.structuralchemistry.org/annexins/index.php
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sécrétée dans le milieu environnant. En effet, l’ANXA1 contient des séquences et motifs structuraux 

de liaison à l’ADN et/ou à l’ARN, et possède une activité hélicase qui pourrait intervenir dans les 

phénomènes de réplication et de réparation de l’ADN. La localisation nucléaire de l’ANXA1 est 

observée dans certains cancers comme le cancer de l’œsophage, et est associée à un mauvais pronostic 

[17]. La sécrétion de l’ANXA1 quant à elle, a été décrite dans l’inflammation (cf partie 1, paragraphe 

3.2) et dans certains types de cancers (cf partie 2). On note également un très haut niveau d’ANXA1 

détectable dans le liquide séminal (150 µg/mL) [16].  

Le gène de l’ANXA1 est localisé au niveau du chromosome humain numéro 9 (localisation 

9q21.13) et du chromosome 19 chez la souris. Il est constitué de 12 introns et 13 exons (Figure 2). Ce 

gène se compose de 18,7 kb qui codent pour 346 AA donnant naissance à une protéine de 37-38 kDa. 

L’alignement des séquences protéiques de l’ANXA1 humaine et murine grâce à l’outil en ligne 

« Ensembl » montre une identité de 87% sur la longueur totale, d’environ 88% au niveau du domaine 

carboxy-terminal (Cter) et 85% pour le domaine amino-terminal (Nter) [18]. 

 

2.2- Structure moléculaire de la protéine 

 

Dans les années 1990, plusieurs ANX de la famille A ont été cristallisées, la première étant l’ANXA5 

humaine [19]. Ces études ont mis en évidence une structure commune des annexines composées d’un 

domaine Cter conservé et d’un domaine Nter plus variable. L’ANXA1 a été cristallisée en trois temps. 

(i) En 1993, Weng et ses collaborateurs ont étudié la structure tridimensionnelle de l’ANXA1 tronquée 

de ses 32 premiers AA en Nter en présence de calcium. Ils ont identifié 6 ions calciums liés à la protéine 

[20]. (ii) En 2001, l’intégralité de la protéine a été cristallisée en absence de calcium [21]. (iii) Enfin, en 

2003, Rosengarth et ses collaborateurs ont étudié la conformation de l’ANXA1 sous sa forme pleine 

longueur en présence de calcium. Ils ont mis en évidence non plus 6 mais 8 ions calcium associés au 

domaine Cter. Cependant ils ne sont pas parvenus à obtenir le domaine Nter intact [22]. A l’heure 

actuelle, on ne dispose donc pas d’une forme cristalline de l’ANXA1 sous sa forme entière et intacte 

en présence de calcium. 
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Figure 3 : Structure protéique de l’annexine A1. (A) Structure protéique linéaire de l’ANXA1. L’ANXA1 

se compose comme toutes les annexines d’un domaine carboxy-terminal (Cter) appelé cœur protéique 

et d’un domaine amino-terminal (Nter). Le domaine cœur se compose de quatre motifs répétés (I, II, 

III et IV). Chacune de ces répétitions est elle-même composée de 4 hélices  nommées d’A à E. Le 

domaine Nter peut avoir différentes longueurs en fonction des annexines. (B) Structure protéique 

topologique de l’ANXA1. Les hélices A, D, E et B sont parallèles les unes aux autres tandis que l’hélice 

C est presque perpendiculaire. Cette dernière fait le lien entre la partie Cter de l’hélice B et Nter de 

l’hélice D. Les répétitions I et IV ainsi que II et III sont reliées par des connecteurs ce qui permet de 

générer une structure compacte. Les sites de liaison au calcium de type II sont présents au niveau des 

boucles qui relient les hélices A et B et les types III au niveau de celles qui relient les hélices D et E. 

 

Adapté de Weng et al, 1993 [20]  
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2.2.1- Domaine carboxy-terminal : cœur protéique  

 

Le domaine Cter, également appelé cœur protéique, est commun et conservé entre toutes les 

annexines. Il comprend 4 motifs répétés de 70 à 80 AA à l’exception de l’ANXA6 qui comprend 8 motifs 

[23]. Pour l’ANXA1, les répétitions se composent de 72 résidus sauf la répétition III qui en comprend 

73. Chacune des répétitions est composée de 5 hélices  (A à E), dont 4 (A,B,D,E) en orientation 

antiparallèle et une (C) presque perpendiculaire aux autres [8]. Cette dernière connecte donc la partie 

Cter de l’hélice B à la partie Nter de l’hélice D. Les hélices sont reliées entre elles par des boucles, 

créant ainsi des motifs « hélice-boucle-hélice ». Les répétitions I/IV et II/III sont reliées entre elles de 

façon non covalente et covalente respectivement par des connecteurs (Figure 3). Cette organisation 

confère au cœur protéique une structure compacte, résistante aux protéases [23]. Les répétitions 

conservent une structure tridimensionnelle commune mais présentent entre elles une homologie de 

séquence de 25-35% (meilleure homologie entre répétition II et IV) et entre annexines de 45-55% avec 

la plus grande variabilité au niveau de la répétition III [6], [7], [24].  

Le cœur protéique présente une structure en disque, légèrement incurvée avec une partie 

convexe et une partie concave qui présente les extrémités Cter et Nter. La partie convexe possède des 

sites de liaison au calcium et aux PL. Les sites de liaison au calcium présents au niveau de chaque 

répétition diffèrent en termes de structure et d’affinité des sites de type « main E-F » (type I) décrits 

chez les protéines de liaison au calcium telles que la calmoduline. En effet, on retrouve chez les 

annexines deux autres types de motif de liaison pour le calcium, les motifs de type II et ceux de type 

III. Ces motifs sont présents au niveau de boucles plus courtes que les motifs de type I et forment une 

liaison plus ouverte avec les ions calcium afin de permettre la liaison des PL. En effet les motifs de types 

I séquestrent presque complètement le calcium, limitant ainsi les interactions avec d’autres molécules 

[20]. Les sites de type II ont été cartographiés au niveau des boucles reliant les hélices A et B (boucle 

AB). Ils présentent une affinité pour le calcium inférieure au motif de type I. Les sites de type III sont 

quant à eux présents au niveau des boucles reliant les hélices D et E (boucle DE) (Figure 3B). Ils sont 

moins affins vis-à-vis du calcium par rapport aux types II [20], [24]. Au niveau de l’ANXA1, les sites de 

liaison sont répartis comme suit [22]: 

o Répétition I, III et IV : un site type II et un site type III 

o Répétitions II : deux sites type II 

 

 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 : Séquence protéique de l’annexine A1. L’ANXA1 se compose de 346 acides aminés. Le 

domaine amino-terminal (en rouge) se compose de 41 résidus. La répétition I (bleue) s’étend du résidu 

42 au 113, la II (verte) du résidu 114 au 185, la III (orange) du résidu 197 à 269 et pour finir la IV (jaune) 

du résidu 273 à 344. Le domaine amino-terminal est la cible de phosphorylation par différentes 

protéines comme le récepteur au facteur de croissance épidermique : EGFR (triangle) et la protéine 

kinase C (étoile): PKC.  
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Lors de la liaison périphérique de la partie convexe de la molécule aux PL membranaires, l’orientation 

des répétitions est modifiée de sorte que les sites de liaison au Ca2+ deviennent coplanaires à la 

membrane [8]. Ces derniers forment alors un « pont » qui connecte l’annexine aux PL. La sensibilité au 

Ca2+ ainsi que la spécificité de liaison aux PL du domaine cœur peuvent être variables entre les 

différentes annexines [14]. La liaison du domaine cœur aux PL membranaires, en présence de Ca2+, est 

réversible et peut rapidement être perturbée par l’ajout d’un chélateur du calcium comme l’acide 

éthylène diamine tétraacétique (EDTA) et l’acide éthylène glycol tétraacétique (EGTA) [8].  

 

2.2.2- Domaine amino-terminal : domaine régulateur 

 

Contrairement au domaine cœur, la partie Nter est très variable entre les annexines, à la fois 

en termes de longueur et de séquence. De ce fait, c’est cette partie qui confère la spécificité de chaque 

annexine. La taille de ce domaine varie entre 11 et 19 AA pour la grande majorité des annexines mais 

peut également atteindre plus de 100 AA pour les ANXA7 et ANXA11 [8], [14], [21]. L’ANXA1 et l’ANXA2 

présentent un domaine Nter plutôt intermédiaire avec respectivement 41 et 32 acides aminés. Le 

domaine Nter de l’ANXA1 possède une structure en hélice sur ses 26 premiers acides aminés et une 

région charnière de 15 résidus qui le relie au cœur protéique. Cette région charnière présente une 

importante sensibilité aux clivages protéolytiques [21] contrairement au domaine cœur qui est 

résistant. 

Plusieurs études ont permis de mettre en évidence que ce domaine est la cible de diverses 

modifications post-traductionnelles, particulièrement des phosphorylations [25]. En effet, la partie 

Nter de l’ANXA1 est le substrat de différentes protéines kinases. Les phosphorylations ont 

principalement lieu au niveau d’acides aminés de type tyrosine, sérine et thréonine. Plusieurs travaux 

ont montré une phosphorylation du résidu tyrosine 21 (Tyr21) par le récepteur EGFR (« epidermal 

growth factor receptor ») [26]–[29] ou encore des résidus sérine 27 et 28 (Ser27, Ser28), thréonine 24 et 

41 (Thr24 et 41) par la protéine kinase C (PKC) (Figure 4) [28], [30]–[33]. Ces modifications post-

traductionnelles régulent à la fois les fonctions, la localisation cellulaire, mais également le clivage de 

l’ANXA1. Par exemple, la phosphorylation du résidu Ser27 est associée à une diminution des capacités 

d’agrégation membranaire de l’ANXA1 [31], [32]. Cette phosphorylation est aussi impliquée dans la 

translocation de l’ANXA1 du cytoplasme à la membrane, ce qui permet d’exposer la protéine à la 

surface des cellules folliculo-stellaires de l’hypophyse [33]. Le résidu Tyr21 phosphorylé par l’EGFR est 

quant à lui associé à une rétention de l’ANXA1 au niveau nucléaire [29]. De plus, l’ANXA1 phosphorylée  
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Figure 5 : Conformation de l’annexine A1 en absence et en présence de calcium. Les études de 

cristallographie ont permis de mettre en évidence deux conformations différentes de l’annexine A1 en 

présence ou en absence de calcium. En absence de calcium, le domaine amino-terminal (jaune) est 

enclavé dans le cœur protéique au niveau de la répétition III à la place de l’hélice D. En présence de 

calcium, le domaine amino-terminal est expulsé du domaine cœur et devient ainsi accessible pour 

exercer ses fonctions. 

Adapté de Rosengarth et al, 2001&2003 [21-22]  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6 : Modélisation du changement conformationnel de l’annexine A1 en présence de calcium. 

(A) Lorsque le domaine Nter est enclavé dans le domaine Cter, l’extrémité du domaine Nter (verte) est 

recouverte par une boucle de la répétition III (rouge). Différents types de changement de conformation 

(flèches) vont ensuite se succéder pour permettre le retrait du domaine Nter et son exposition à 

l’extérieur du domaine cœur. (B) Dépliement des résidus D14-E16 qui perdent leur structure 

secondaire et forme une boucle. (C) Les résidus D14-E16 reprennent leur conformation en hélice et les 

résidus M2-E5 perdent leur structure secondaire. A ce stade, le domaine Nter est presque entièrement 

retiré du cœur protéique. (D) Acquisition d’une structure en hélice des résidus M247-V250. (E) 

Acquisition d’une structure en hélice des résidus L251-E254, S33-V35 et M2-E5. (F) Les résidus S33-V35 

retrouvent une structure en boucle et le domaine Nter s’éloigne du domaine Cter. (G) Pour finir, les 

résidus M2-E5 perdent à nouveau leur structure secondaire.  

Adapté de Lewis et al., 2019 [34]  
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au niveau des acides aminés Tyr21 ou Ser27 présente une sensibilité plus importante au clivage 

protéolytique [27], [32]. 

En plus des modifications post-traductionnelles que peut subir le domaine Nter, ce dernier est 

également capable d’interagir avec des ligands à la fois protéiques ou lipidiques. Ces interactions 

confèrent à l’ANXA1 différentes fonctions telles que l’agrégation membranaire qui sera décrite dans le 

paragraphe 3.1.1 de cette première partie. Il est de ce fait important que la protéine possède une 

conformation permettant une bonne accessibilité du domaine Nter à ses différents partenaires.  

 

2.2.3- Changement conformationnel de l’ANXA1 en présence de calcium 

 

La cristallographie de l’ANXA1 pleine longueur en absence de calcium a permis de mettre en 

évidence une structure atypique, qui ne reflète pas le repliement classique du domaine cœur 

précédemment identifié. En effet, la partie Nter possède 26 acides aminés organisés sous forme de 

deux hélices (Ala2-Asn16 et Glu18-Lys26). Ces deux hélices sont inclinées l’une par rapport à l’autre 

avec un angle d’environ 60° au niveau du résidu glutamate 17 (Glu17). En absence de calcium, l’hélice 

amphiphile qui correspond aux douze premiers acides aminés est insérée dans le domaine cœur à la 

place de l’hélice D de la répétition III. Cette conformation semble donc être associée à une forme 

inactive de la protéine (Figure 5) [21].  

Des études réalisées en présence de calcium, ont mis en évidence un retour de l’hélice D de la 

répétition III dans le domaine cœur et une exposition du domaine Nter à l’extérieur du cœur protéique. 

Dans ces conditions, la partie Nter se retrouve accessible et disponible pour d’éventuelles 

modifications post-traductionnelles et/ou interaction avec des ligands [22]. Une étude récente in silico 

a permis de mieux comprendre les étapes intermédiaires permettant de passer d’un état inactif de la 

protéine (Nter enclavé dans le domaine cœur) à un état actif (Nter exposé à l’extérieur du domaine 

cœur) [34]. Les auteurs ont mis en évidence un retrait progressif du domaine Nter basé sur des 

changements structuraux permettant de le rendre plus flexible et de favoriser son expulsion du cœur 

protéique (Figure 6).  

 

 

 

 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7 : Mécanismes d’agrégation membranaire de l’annexine A1. L’ANXA1 est capable d’agréger 

des membranes. Deux mécanismes possibles semblent pouvoir expliquer ce phénomène.  (A) L’ANXA1 

est capable de se lier aux phospholipides membranaires de façon dépendante du calcium par 

l’intermédiaire de son domaine carboxy-terminal. Le domaine amino-terminal est également capable 

de se lier aux phospholipides permettant ainsi à une seule molécule d’annexine A1 d’interagir avec 

deux membranes différentes. (B) L’ANXA1 est capable de se fixer à la protéine dimérique S100A11 par 

l’intermédiaire de son domaine amino-terminal. Cette dernière est activée par le calcium tout comme 

l’annexine. Le dimère S100A11 est capable de se lier à deux ANXA1 différentes interagissant chacune 

avec une membrane. Ceci permet donc, par le biais de la protéine S100A11 qui forme un « pont », 

d’agréger deux membranes éloignées.  
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3- Diversité fonctionnelle de l’ANXA1 

 

Les annexines ont principalement été caractérisées par leur capacité à se lier de façon réversible et 

dépendante du calcium aux PL membranaires chargés négativement. Il n’est donc pas surprenant 

d’observer que l’ANXA1, comme d’autres protéines de la famille des annexines, est capable de 

moduler des évènements intracellulaires liés aux membranes tels que l’agrégation et le trafic 

vésiculaire [12], [14], [35], [36]. Elle a également été très largement décrite au niveau de la réponse 

immunitaire et possède notamment un rôle majeur dans l’inflammation.  

 

3.1- Régulation du trafic membranaire 

 

3.1.1- ANXA1 et agrégation membranaire 

 

Plusieurs études ont mis en évidence la capacité de l’ANXA1 à agréger les membranes [35]. 

Elle est par exemple capable de stimuler l’agrégation des liposomes ou encore celle des granules des 

neutrophiles [37], [38]. Deux hypothèses majeures ont été proposées pour expliquer ce phénomène.  

La première se base sur la possibilité qu’une seule molécule d’ANXA1 soit capable d’interagir 

avec deux membranes différentes, ce qui nécessite donc la présence de deux sites de liaison différents 

au niveau de la protéine (Figure 7A). L’ANXA1 est capable d’interagir avec les PL membranaires de 

façon dépendante du calcium grâce à son domaine cœur. L’utilisation de protéines dîtes « chimères » 

créées à partir de l’ANXA1 et de l’ANXA5 a permis de mieux comprendre le rôle primordial de la partie 

Nter dans le processus d’agrégation. En effet, l’ANXA5 n’est pas capable de stimuler l’agrégation des 

vésicules phospholipidiques (à pH7) contrairement à la chimère INVC composée du domaine Nter de 

l’ANXA1 et du domaine Cter de l’ANXA5 [39], [40]. On peut également noter que les deux protéines 

présentent par contre des capacités de liaison aux PL similaires. De surcroit, contrairement à l’ANXA5, 

la protéine chimère fixée à une bicouche lipidique planaire stimule l’adhésion des vésicules de PL au 

niveau de cette dernière [40]. Cette observation est donc en faveur de la présence d’un second site de 

liaison aux PL localisé au niveau du domaine Nter de l’ANXA1. Rosengarth et ses collaborateurs ont mis 

en évidence la capacité de ce domaine à se lier aux PL membranaires sans nécessiter de calcium à pH6 

[41]. Au niveau cellulaire, un tel pH peut être atteint dans certains organites comme les endosomes ou 

encore les lysosomes [42]. Ce potentiel second site de liaison localisé au niveau du domaine Nter de 

l’ANXA1 n’est pas spécifique d’un type de PL en particulier contrairement aux sites de liaison du  
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Figure 8 : Implication de l’annexine A1 dans l’endocytose du récepteur à l’EGF (EGFR). Lors de son 

activation par le facteur de croissance épidermique EGF, l’EGFR se dimérise et s’auto-phosphoryle afin 

de déclencher différentes cascades de signalisation. Une fois activé, le récepteur va être internalisé 

afin d’être soit recyclé soit dégradé. Cette internalisation passe par la voie des endosomes précoces et 

tardifs. L’ANXA1 est impliquée dans ce processus. En absence d’EGF, l’ANXA1 est localisée au niveau 

des endosomes précoces. Suite à l’activation du récepteur, l’ANXA1 se relocalise au niveau des 

endosomes tardifs où elle sera phosphorylée au niveau de son résidu Tyr21 par l’EGFR. Ceci va 

permettre de stimuler la formation de vésicules à l’intérieur de l’endosome tardif.  
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domaine Cter [40]. Pour aller plus loin, l’utilisation d’ANXA1 tronquée en Nter a permis d’identifier les 

résidus 25 à 29 comme étant importants pour l’activité d’agrégation membranaire notamment les 

lysines 26 et 29 [43]. Ces observations rendent donc plausible l’hypothèse qu’une seule molécule 

d’ANXA1 soit capable de lier deux membranes. 

La seconde hypothèse se base sur l’implication d’une protéine intermédiaire faisant le lien 

entre deux ANXA1 différentes, toutes deux en interaction avec une membrane. Cette hypothèse est 

basée sur l’interaction de l’ANXA1 avec une protéine de la famille S100. Ces protéines possèdent des 

sites de liaison au calcium de type « main EF » [44]. L’ANXA1 interagit spécifiquement avec la protéine 

homodimérique S100A11. Cette dernière doit d’abord se lier au calcium afin de subir un changement 

conformationnel permettant l’association rapide de chacun des monomères du dimère avec une 

molécule d’ANXA1 liée à une membrane. Cet intermédiaire protéique joue ainsi le rôle de pont entre 

les deux membranes et permet, via son interaction avec l’ANXA1, l’agrégation membranaire [45]. Le 

site de liaison des protéines S100A11 avec l’ANXA1 se situe au niveau des dix à quatorze premiers AA 

du domaine Nter de l’ANXA1 [14]. On peut noter ici, que l’ANXA2 est également capable d’agréger les 

membranes en interagissant avec une autre protéine de la famille S100 de façon indépendante du 

calcium: S100A10 [35]. Contrairement à la première hypothèse qui sous-entend que les membranes 

liées entre elles par une molécule d’ANXA1 soient proches, l’interaction avec les protéines S100A11 

intermédiaires permet de lier deux membranes plus éloignées (Figure 7B).  

 

3.1.2- ANXA1 et trafic vésiculaire 

 

Chez les Eucaryotes, deux grandes voies sont impliquées dans le trafic vésiculaire : 

l’endocytose et l’exocytose. Ces deux processus correspondent respectivement à l’internalisation et à 

l’externalisation/sécrétion de molécules. L’ANXA1 est capable de moduler ces deux processus [14], 

[36], [46].  

L’implication de l’ANXA1 dans l’endocytose a été soulevée par des études montrant une 

localisation de cette protéine au niveau des endosomes précoces et des corps multi-vésiculaires (CMV) 

correspondant aux endosomes dits tardifs. Les endosomes constituent une station de tri qui va 

déterminer si une protéine doit être recyclée ou détruite par fusion des vésicules avec un lysosome 

(Figure 8). Une première étude a mis en évidence une interaction préférentielle de l’ANXA1 avec les 

endosomes tardifs plutôt que précoces. De plus cette interaction a été décrite comme étant 

indépendante de la présence de calcium [47]. Cependant, une autre analyse a montré des résultats 

opposés en observant que l’ANXA1 se lie plutôt aux endosomes précoces de façon dépendante du  
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Figure 9 : Implication de l’annexine A1 dans la formation de la coupe phagocytaire. Lors de la 

phagocytose, les cellules phagocytaires donnent naissance à des pseudopodes grâce à une 

réorganisation de la protéine du cytosquelette : F-actine. Ses pseudopodes vont former une « coupe » 

en entourant la particule à phagocyter (cercle noir). L’ANXA1 co-localise avec la F-actine et stimule 

ainsi la formation de la « coupe ».  
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calcium [48]. En 2000, Rescher et ses collaborateurs ont souhaité éclaircir cette contradiction en 

réalisant pour la première fois une étude dans un contexte cellulaire à l’aide de la lignée HeLa, cellules 

dérivant d’un cancer du col de l’utérus. Ils ont montré l’interaction préférentielle de l’ANXA1 au niveau 

des endosomes précoces, grâce à l’utilisation d’une protéine chimère couplée à la GFP. Ils ont 

également confirmé l’importance du calcium dans cette interaction par l’utilisation de protéines dont 

les sites de liaison au calcium de type II ont été invalidés. Ils sont aussi allés plus loin en montrant que 

la protéine ANXA1-GFP tronquée de son domaine Nter se distribue en opposition à la protéine sauvage 

au niveau des endosomes tardifs [49]. Ceci souligne donc l’importance du domaine Nter et conforte 

une précédente étude ayant montré que l’absence du domaine Nter est associée à une localisation au 

niveau des CMV [48]. Finalement, il semble que le domaine cœur de l’ANXA1 soit plutôt associé à une 

localisation calcium dépendant de la protéine au niveau des endosomes tardifs et que le domaine Nter, 

quant à lui, entraîne une relocalisation au niveau des endosomes précoces. L’étude de Seeman et ses 

associés a identifié les AA 13 à 26 comme étant impliqués dans cette relocalisation [48]. 

Le processus d’endocytose est impliqué dans la modulation de la signalisation cellulaire 

puisque de nombreux récepteurs sont internalisés après activation par leur(s) ligand(s). C’est 

notamment le cas de l’EGFR qui suite à la fixation du ligand EGF (« epidermal growth factor ») est activé 

(dimérisation et auto-phosphorylation) puis internalisé. L’ANXA1 étant un substrat de l’EGFR, plusieurs 

équipes ont donc étudié l’implication de cette protéine dans l’internalisation du récepteur [50]. C’est 

en 2006 que White et ses associés ont mis en évidence un rôle fonctionnel de l’ANXA1 dans 

l’internalisation de l’EGFR. Suite à l’activation de ce récepteur par l’EGF, l’ANXA1 se relocalise au niveau 

des endosomes tardifs. Elle devient ensuite la cible de la phosphorylation en Tyr21 par l’EGFR et 

stimule la formation de vésicules à l’intérieur de l’endosome tardif. En absence d’EGF, l’ANXA1 est 

présente au niveau des endosomes précoces (Figure 8) [51].  

L’internalisation de particules peut aussi se faire par une forme particulière d’endocytose, la 

phagocytose. Ce processus permet d’internaliser des pathogènes dans le cadre de l’immunité dans des 

vésicules nommées phagosomes et de mener à leur élimination. Le cytosquelette joue un rôle 

déterminant dans ce processus, notamment pour la formation de la coupe qui correspond au 

développement de pseudopodes (prolongements) autour de la particule à phagocyter (Figure 9). 

Plusieurs études ont mis en évidence la capacité de l’ANXA1 à moduler les capacités phagocytaires des 

cellules telles que les macrophages (cf partie 1, paragraphes 3.2.3 et 3.2.4). Cette protéine est capable 

de stimuler la liaison entre la F-actine, protéine du cytosquelette, et les phagosomes. La diminution de 

l’expression de l’ANXA1 dans la lignée cellulaire de macrophages RAW 264.7 entraîne un effet 

inhibiteur sur les étapes de la phagocytose liées à la F-actine, notamment la formation de la coupe. La 

co-localisation spatiale et temporelle de l’ANXA1 avec la F-actine au cours des stades précoces et  
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Figure 10 : Acteurs de la réponse immunitaire innée et adaptative. L’immunité innée constitue la 

première ligne de défense de l’organisme contre les pathogènes. Cette réponse est immédiate, non 

spécifique et implique les cellules phagocytaires résidentes ou sanguines tels que les neutrophiles, les 

monocytes/macrophages et les cellules dendritiques. Ces cellules sont capables de reconnaître des 

signaux de danger grâce aux récepteurs PRR (« pattern recognition receptor ») et ainsi de s’attaquer 

directement aux pathogènes en déclenchant notamment une réaction inflammatoire. Si la réponse 

innée n’est pas suffisante, la réponse adaptative va alors être déclenchée. Cette dernière est donc plus 

tardive mais spécifique. Dans un premier temps, les cellules présentatrices d’antigènes (CPA) comme 

les cellules dendritiques vont stimuler les cellules lymphocytaires par l’intermédiaire de leur CMH 

(complexe majeur d’histocompatibilité). Cette présentation se déroule au niveau des organes 

lymphoïdes secondaires comme les ganglions lymphatiques. Suite à la sélection clonale, les différents 

types de lymphocytes vont proliférer et se différencier en cellules capables de s’attaquer 

spécifiquement aux pathogènes donnés comme les lymphocytes T cytotoxiques (LTc) ou encore les 

plasmocytes capables de sécréter des anticorps (AC) spécifiques. Ces anticorps vont faciliter la 

phagocytose des agents pathogènes et créer ainsi une coopération entre la réponse innée et 

adaptative. 
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tardifs de la phagocytose suggère une fonction régulatrice de l’ANXA1 vis-à-vis de cette protéine du 

cytosquelette [52]. 

L’exocytose joue un rôle primordial dans les voies de sécrétion et implique la fusion des 

membranes vésiculaires avec la membrane plasmique afin de libérer le contenu vésiculaire à 

l’extérieur des cellules. L’ANXA1 a suscité un intérêt dans l’étude de l’exocytose au vu de ses capacités 

à interagir avec deux membranes en même temps. De plus, comme vu précédemment, la fixation de 

l’ANXA1 à une bicouche lipidique favorise l’adsorption de vésicules phospholipidiques au niveau de 

cette dernière [40]. Plusieurs études ont mis en lumière la capacité de l’ANXA1 à stimuler la fusion des 

lysosomes entres eux, et de ces derniers avec la membrane plasmique [37] ou encore avec les granules 

des neutrophiles [38]. Au niveau des neutrophiles, il a été montré que l’ANXA1 permet de mettre en 

contact les granules et la membrane de façon dépendante du calcium, permettant ainsi de favoriser 

leur exocytose [38]. L’ANXA1 semble également être impliquée dans la sécrétion de l’insuline. Ce 

phénomène se produit au niveau des cellules  des ilots pancréatiques lors d’un apport en glucose. La 

comparaison de rats traités par voie orale avec du glucose avec des rats restés à jeun pendant une nuit 

(12h) a permis de montrer que l’administration de glucose augmente de façon significative le niveau 

d’ANXA1 associé aux granules d’insuline au niveau des cellules . En effet, le glucose induit la 

translocation de l’ANXA1 du cytosol aux granules d’insuline. Ce dernier permet également 

d’augmenter la phosphorylation de l’ANXA1 (résidu sérine) par la PKC, parallèlement à la libération de 

l’insuline. L’ensemble de ces données laisse donc penser que l’ANXA1 et sa phosphorylation sont 

impliquées dans le processus de sécrétion de l’insuline induit par le glucose [53]. 

 

3.2- Régulation de la réponse immunitaire 

 

La réponse immunitaire est un processus complexe impliquant un grand nombre de cellules 

différentes. Elle permet de protéger l’organisme contre des agressions de différents types et de 

conserver ainsi l’homéostasie des tissus. Cette réponse est finement régulée et contrôlée par des 

médiateurs chimiques entre autres afin de ne pas devenir pathologique. En effet une réponse 

immunitaire exacerbée et/ou prolongée peut être associée à des dommages tissulaires. La première 

ligne de défense lors d’une agression est la réponse dite « innée », elle est rapide et non spécifique. La 

réponse inflammatoire fait partie de cette première lignée de défense. Elle implique des cellules 

phagocytaires telles que les neutrophiles et les monocytes/macrophages. La réponse adaptative est 

quant à elle plus tardive, spécifique, et fait intervenir les cellules lymphocytaires (Figure 10) [54].  



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11 : Inhibition de la phospholipase A2 (PLA2) par l’annexine A1. La PLA2 cytosolique (PLA2c) 

est capable de synthétiser de l’acide arachidonique à partir des phospholipides membranaires. Ce 

dernier est le précurseur pro-inflammatoire pour la synthèse d’écosanoïdes : les leucotriènes et les 

prostanoïdes. L’ANXA1 est capable d’inhiber l’activité de la PLA2. Deux hypothèses sont possibles : soit 

l’ANXA1 interagit directement avec la PLA2c afin d’inhiber son activité soit indirectement en 

séquestrant son substrat. En effet, l’ANXA1, en se liant aux phospholipides, les rend indisponibles pour 

leur interaction avec l’enzyme. A l’heure actuelle, les deux hypothèses restent en suspens mais la 

majorité des études sont favorables à l’action indirect de l’ANXA1. 
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L’ANXA1 a initialement été décrite comme médiateur des effets anti-inflammatoires des 

glucocorticoïdes (GC). Ceci a notamment été confirmé chez des souris invalidées pour l’Anxa1, qui 

présentent une inflammation exacerbée ainsi qu’une résistance aux GC [55]. Les GC sont également  

capables de stimuler l’expression de l’ANXA1 ainsi que sa translocation membranaire par 

l’intermédiaire de sa phosphorylation [56]. Jusqu’à maintenant, le promoteur de l’ANXA1 ne semble 

pas contenir d’élément de réponse aux GC ce qui suggère un rôle transcriptionnel indirect [57]. Le lien 

entre l’expression de l’ANXA1 et les GC a également été mis en lumière in vivo. En effet, l’injection 

d’hydrocortisone chez des sujets sains augmente l’expression de l’ANXA1 au niveau des monocytes 

[58]. Une autre étude réalisée sur des sujets présentant une sécrétion normale ou dérégulée de 

cortisol (ex : maladie d’Addison) a permis de mettre en évidence une corrélation positive entre 

l’expression de l’ANXA1 au niveau des neutrophiles et la concentration sérique du cortisol [59]. A 

l’inverse de l’effet stimulateur des GC sur l’ANXA1 au niveau des cellules du système immunitaire inné, 

ces derniers limitent l’expression de l’ANXA1 dans les lymphocytes in vitro et in vivo [60].  

La place de l’ANXA1 dans la réponse innée inflammatoire est aussi documentée du fait de 

l’expression et du rôle de cette protéine dans les cellules telles que les neutrophiles ou encore les 

monocytes/macrophages humains [61]. Malgré une faible expression dans les lymphocytes, l’ANXA1 

joue également un rôle dans la réponse immunitaire adaptative. Plusieurs études tendent également 

à montrer que l’expression de l’ANXA1 est augmentée avec la différenciation des cellules. Ainsi, le 

niveau d’ANXA1 est plus élevé dans les macrophages que dans les monocytes [62] et dans les 

lymphocytes différenciés par rapport aux naïfs [57]. Nous allons reprendre dans cette partie, les rôles 

les plus décrits de l’ANXA1 dans la réponse immunitaire en se restreignant aux types cellulaires les plus 

documentés. 

 

3.2.1- Inhibition de la phospholipase A2 (PLA2) médiateur pro-inflammatoire 

 

Plusieurs études ont mis en évidence les capacités de l’ANXA1 endogène à inhiber la PLA2 

cytosolique (PLA2c) et donc à limiter la synthèse d’acide arachidonique, d’où son activité anti-

inflammatoire. En effet, l’acide arachidonique est un précurseur inflammatoire de la synthèse 

d’eicosanoïdes : les leucotriènes et les prostanoïdes (protaglandine et thromboxane), synthétisé par 

l’hydrolase PLA2c. Les enzymes impliqués dans ces réactions sont les lipooxygénases et les 

cyclooxygénases (COX1 et COX2) respectivement (Figure 11). Il a par exemple été montré que la 

transfection de cellules U937 (monocyte) avec un ADNc anti-sens de l’ANXA1 entraîne une diminution 

d’expression de cette dernière dans les cellules, associée à une augmentation de l’activité de la PLA2 
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[63]. Une autre étude a permis de confirmer in vivo la modulation de la PLA2c par l’ANXA1 dans un 

modèle de souris dont le gène qui code cette dernière a été invalidé. Ces animaux présentent par 

rapport aux sauvages une augmentation du niveau protéique de la PLA2c et de COX2 dans certains 

tissus comme le poumon. Cette observation confirme bien la régulation négative de ces enzymes par 

l’ANXA1 [55].  

Au vu des capacités de l’ANXA1 à se lier aux PL membranaires, l’hypothèse de l’inhibition de la 

PLA2 par séquestration du substrat (les PL) a rapidement émergée. Plusieurs études ont supporté cette 

idée et l’une d’entre elles a notamment montré que la pré-incubation de l’ANXA1 avec les PL entraîne 

une inhibition de l’activité de la PLA2 plus importante que la pré-incubation de l’ANXA1 avec l’enzyme 

[64]. D’autres données comme celles de Kim et de ses collaborateurs sont plutôt en faveur d’une 

interaction spécifique directe entre l’ANXA1 et la PLA2. Ils ont éliminé la possibilité d’une séquestration 

du substrat en montrant que l’inhibition de la PLA2 est indépendante de la concentration en substrat 

et qu’elle existe même lorsque le substrat est en excès par rapport à l’ANXA1. De plus, ils ont montré 

que l’activité PLA2 est diminuée après immunoprécipitation de l’ANXA1 avec un anticorps spécifique, 

mettant en lumière la possible interaction directe entre les deux protéines [65]. Cette interaction a été 

confirmée par une analyse montrant la co-immunoprécipitation de l’ANXA1 et la PLA2c dans des 

hépatocytes murins stimulés par l’EGF (Figure 11) [12], [66]. 

Si une incertitude existe sur le mécanisme d’inhibition de la PLA2 par l’ANXA1, l’hypothèse de la 

séquestration du substrat reste favorisée [5]. De plus, d’autres annexines telles que l’ANXA2 et l’ANXA5 

sont également capables d’inhiber la PLA2 [64]. Comme les annexines partagent toute la capacité de 

liaison aux PL (via le domaine cœur commun), ceci pourrait expliquer l’inhibition non spécifique de la 

PLA2 par l’ANXA1, soutenant ainsi un mécanisme d’inhibition indirect. Contrairement à cet effet sur la 

PLA2, l’ANXA1 module de façon spécifique les neutrophiles en inhibant leur migration trans-

endothéliale et en stimulant leur apoptose [67]. 

 

3.2.2- Régulation des neutrophiles  

 

3.2.2.1- Régulation de la migration trans-endothéliale (MTE) 

 

La migration trans-endothéliale (MTE) ou transmigration correspond au passage d’une cellule du 

compartiment sanguin au compartiment tissulaire. Dans un contexte inflammatoire, les cellules 

immunitaires sanguines notamment les polynucléaires neutrophiles sont rapidement recrutées au  
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Figure 12 : Effet de l’annexine A1 sur la migration trans-endothéliale des neutrophiles. Lors d’une 

agression tissulaire, les neutrophiles sanguins sont recrutés au niveau de la lésion, guidés par un 

gradient de messagers chimiques. Ce recrutement est possible grâce à la migration trans-endothéliales 

de ces cellules c’est-à-dire leur passage du compartiment sanguin au compartiment cellulaire. Ce 

processus comprend différentes étapes : la capture correspondant à la fixation faible des neutrophiles 

à l’endothélium, le roulement de ces derniers le long des cellules endothéliales puis l’adhésion ferme 

et le passage à travers la barrière endothéliale. Ces processus sont régulés dans un premier temps par 

des protéines de type sélectine au niveau des neutrophiles (violet) et des cellules endothéliales 

(orange) puis par des intégrines et des protéines de liaisons de types ICAM et VCAM. Lors de leur 

adhésion aux cellules endothéliales, les neutrophiles libèrent de l’annexine A1 dans le milieu 

environnant. Cette protéine est capable d’inhiber différentes étapes de la migration trans-endothéliale 

en agissant sur les récepteurs de la famille des FPR (récepteur aux peptides formylés). Elle est 

notamment capable de réguler négativement la L-sélectine impliquée dans les processus de capture 

et de roulement. Cependant, l’annexine A1 a plutôt un rôle stimulateur au niveau des cellules 

endothéliales en jouant sur le regroupement des protéines ICAM. 
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niveau du tissu endommagé. Ce recrutement, indispensable à la mise en place de la réponse 

immunitaire innée, nécessite plusieurs étapes. Dans un premier temps, les neutrophiles vont 

s’attacher faiblement aux cellules endothéliales par l’intermédiaire de protéines de types sélectine (L-

sélectine pour les neutrophiles et E-sélectine et P-sélectine pour les cellules endothéliales). Cette 

capture permet aux neutrophiles de pouvoir par la suite rouler sur la paroi endothéliale, aidés par le 

flux sanguin. Une adhésion ferme a ensuite lieu grâce à l’interaction des intégrines des neutrophiles 

avec les molécules d’adhésion des cellules endothéliales ICAM-1 (« intercellular adhesion molecule 1 ») 

et VCAM-1 (« vascular cell adhesion molecule 1 »). Finalement, le neutrophile traverse la barrière 

endothéliale et gagne le tissu lésé, guidé par un gradient de messagers chimiques (chimioattractants) 

(Figure 12) [5], [68]. La restriction de l’infiltration des leucocytes est essentielle au contrôle et à la 

résolution de l’inflammation. 

Un grand nombre d’études s’est consacré à élucider le rôle de l’ANXA1 dans le processus de MTE 

des neutrophiles. En 1996, Perretti et ses collaborateurs ont montré que l’ANXA1 est externalisée et 

sécrétée lorsque les polymorphonucléaires (PMN, composés à 99% de neutrophiles) humains adhèrent 

à une surface endothéliale [69]. On estime qu’entre 50 et 70% de l’ANXA1 se retrouve à la surface 

cellulaire dans ces conditions [10]. Cette protéine ne possède pas le peptide signal indispensable à la 

sécrétion classique impliquant le réticulum endoplasmique (RE) et l’appareil de Golgi [62], [70]. 

Cependant au sein des neutrophiles plus de 60% de l’ANXA1 est stockée au niveau des granules de 

gélatinase. Elle peut donc rapidement être mobilisée à la surface cellulaire par exocytose de ces 

derniers lorsque les neutrophiles sont activés par adhésion aux cellules endothéliales [57]. Ce 

phénomène est spécifique puisqu’aucune externalisation n’a été observée après adhésion des PMN à 

une surface plastique, ni suite à l’utilisation de PMN non adhérents. De plus le traitement avec un 

anticorps dirigé contre l’ANXA1 s’est montré efficace pour augmenter la MTE des PMN sans modifier 

leur adhésion. Ceci s’est traduit in vivo par une augmentation du nombre de PMN recrutés dans la 

cavité péritonéale de souris présentant une péritonite suite à l’injection intra-péritonéale de zymosan 

[69]. L’utilisation de souris génétiquement inactivées pour l’Anxa1 a confirmé l’augmentation du 

recrutement des PMN au site inflammatoire dans ce même modèle de péritonite. L’analyse des PMN 

a montré chez ces souris une augmentation du niveau basal d’expression de la L-sélectine impliquée 

dans les processus de capture et de roulement [55]. L’ensemble de ces données démontre le rôle anti-

inflammatoire de l’ANXA1 endogène qui inhibe la MTE des neutrophiles (Figure 12). 

La présence de deux formes d’ANXA1 (37 kDa et 33 kDa) dans le surnageant des PMN humains 

adhérents, traités ou non avec un chélateur du calcium (EDTA) permettant de décrocher l’ANXA1 

membranaire, montre qu’une fois externalisée, l’ANXA1 subit un clivage protéolytique, 

vraisemblablement au niveau de sa partie Nter. Au niveau de la membrane externe, l’ANXA1 est  
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majoritairement sous forme intacte (37 kDa) et une fois sécrétée majoritairement sous forme clivée 

(33 kDa) [69]. Deux hypothèses sont alors possibles. Soit ce clivage inactive la protéine et régule ainsi 

ses effets, soit il permet de libérer une forme plus active comme par exemple la partie Nter qui 

constitue un peptide bioactif capable d’agir de façon autocrine et paracrine. Des études ont donc visé 

à mieux comprendre ce clivage et se sont focalisées sur l’analyse des protéases des 

neutrophiles comme l’élastase (NE), la protéinase 3 (PR3) et la calpaïne I. En 2007, Vong et ses 

collaborateurs ont confirmé que le clivage de l’ANXA1 a lieu au niveau de la membrane et non au 

niveau du cytosol. Ils ont montré que la PR3 est capable de cliver l’ANXA1 de façon plus efficace que 

la NE. De plus, contrairement à cette dernière, la PR3 co-localise avec l’ANXA1 dans les neutrophiles, 

particulièrement lorsqu’ils sont activés [71]. L’utilisation d’une protéine résistante au clivage par PR3 

a permis de mettre en évidence in vitro et in vivo que le clivage de l’ANXA1 limite son activité anti-

inflammatoire sur les PMN. En effet, les PMN incubés avec la protéine mutante et perfusés au niveau 

de cellules endothéliales présentent des capacités inhibitrices de la capture, du roulement et de 

l’adhésion plus importantes que les PMN en présence de la protéine sauvage. De plus, la co-

administration intradermique de la protéine résistante avec une molécule qui stimule l’accumulation 

des PMN diminue de façon plus importante que la protéine sauvage le recrutement des PMN et 

l’inflammation [72]. Le clivage de l’ANXA1 par la calpaïne I est quant à lui associé à la libération d’une 

forme active de 33 kDa capable de moduler les cellules endothéliales en stimulant la signalisation ERK 

(« extracellular signal-regulated kinases ») et le regroupement des protéines ICAM-1 autour des 

neutrophiles. A l’inverse, le peptide Ac2-26 qui mime une partie du domaine Nter de l’ANXA1 n’a pas 

d’effet sur les cellules endothéliales. Cette action est donc associée spécifiquement au domaine cœur 

de la protéine [67], [73]. L’ensemble de ces données favorise donc un rôle pro-inflammatoire du 

clivage. 

L’analyse des facteurs impliqués dans la résolution de l’inflammation (anti-inflammatoires) 

présente un grand intérêt pour la découverte de nouvelles thérapies dans le cadre des maladies auto-

immunes et de l’inflammation chronique. Il est donc important de pouvoir mieux comprendre leur 

mode d’action. L’ANXA1 a été très largement décrite comme molécule limitant le processus 

inflammatoire, notamment en inhibant le recrutement des neutrophiles comme décrit ci-dessus. Un 

grand nombre de recherches a donc utilisé de l’ANXA1 recombinante ainsi que le peptide Ac2-26 afin 

d’étudier l’effet de l’ANXA1 exogène sur la transmigration des neutrophiles et d’élucider son mode 

d’action. Si la plupart des études ont été réalisées en conditions statiques, une analyse de Hayhoe et 

ses collaborateurs a permis d’élucider l’impact de l’ANXA1 exogène dans des conditions plus 

physiologiques. En effet, ils ont utilisé un système de « chambre à flux » qui permet de perfuser de 

façon constante les PMN humains sur une surface de cellules endothéliales et de mimer ainsi le flux  



  

Tableau 2 : Pourcentage d’identité en acides aminés des différents récepteurs FPR humains (FPR) et 

murins (Fpr). Adapté de Ye et al, 2009 [76] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 3 : Liste non exhaustive des ligands des récepteurs FPR1 et FPR2. Adapté de Ye et al, 2009 

[76] 
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sanguin. Ils ont pu mettre en évidence un effet inhibiteur du peptide Ac2-26 sur la capture et le 

roulement mais pas sur l’adhésion des PMN. Ceci se traduit notamment par une forte inhibition de 

l’expression de la L-sélectine. Au contraire, l’ANXA1 sous sa forme totale inhibe seulement le processus 

d’adhésion [74]. La perte de la L-sélectine a également été rapportée suite à l’utilisation de l’ANXA1 

recombinante humaine [75].  

Sur le plan mécanistique, c’est en 2000 que Walther et ses associés ont mis pour la première fois 

en évidence la capacité du domaine Nter de l’ANXA1 à activer les récepteurs aux peptides formylés 

(FPR) au niveau des neutrophiles [67]. La famille des récepteurs FPR est composée de trois membres 

chez l’homme : FPR1, FPR2 (FPRL1, ALXR, LXA4R) et FPR3 (FPRL2). Le récepteur FPR2 présente 68% 

d’identité protéique avec FPR1. FPR3, quant à lui, possède 58% d’identité avec FPR1 et 72% avec FPR2. 

Chez la souris, la famille est plus complexe puisqu’elle se compose de 8 membres. Le récepteur Fpr1 

est l’orthologue de FPR1 (77% d’identité). Les récepteurs Fpr-rs1 et Fpr-rs2 (Fpr2) correspondent plutôt 

à FPR2 (Tableau 2) [76]. Ce sont tous des récepteurs à sept domaines transmembranaires couplés à 

une protéine G de type inhibitrice. Cette dernière mène à l’activation de la phospholipase C et à la 

libération du calcium des stocks intracellulaires [62]. Si de nombreux ligands endogènes et 

synthétiques (agonistes et antagonistes) sont connus pour FPR1 et FPR2 (Tableau 3), le récepteur FPR3 

est dit orphelin. Cependant il a été montré que l’ANXA1 est capable de se lier à ce dernier [77]. Les FPR 

sont principalement exprimés au niveau des leucocytes mais sont également présents au niveau 

d’autres types cellulaires comme les cellules épithéliales et endothéliales [57], [78].   

De par la variété de leurs ligands, les récepteurs FPR peuvent déclencher à la fois des signalisations 

pro- et anti-inflammatoires [79]. Au niveau des neutrophiles, seuls les récepteurs FPR1 et FPR2 sont 

présents [74]. L’utilisation d’antagonistes des FPR ou de souris invalidées pour ces récepteurs a permis 

de confirmer leur implication dans la régulation du recrutement des neutrophiles par l’ANXA1. Dans 

les deux cas, on observe in vivo une inhibition des effets anti-migratoires/adhésifs du peptide Ac2-26 

et également une diminution de la liaison de l’ANXA1 aux leucocytes circulants [80], [81]. L’étude des 

interactions entre l’ANXA1 et les récepteurs FPR1 et FPR2 a permis de démontrer que le peptide Ac2-

26 est capable de se lier et d’activer les deux récepteurs contrairement à la protéine totale qui active 

seulement FPR2. L’activation de ces deux récepteurs est associée à une stimulation de la signalisation 

de type MAPK (« mitogen-activated protein kinases ») impliquant la protéine ERK [74]. De plus, il a été 

montré que l’ANXA1, par le biais de son domaine Nter, est capable de désensibiliser les FPR en limitant 

la mobilisation intracellulaire du calcium, ce qui prévient leur nouvelle activation par des peptides pro-

inflammatoires comme par exemple le peptide bactérien fMLP [67], [77]. 
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De façon générale, l’ensemble de ces données présente un rôle double de l’ANXA1 sur la 

transmigration des neutrophiles. Effectivement, si le domaine Nter présente des effets anti-

inflammatoires en inhibant ce processus par l’intermédiaire des récepteurs FPR, le cœur de la protéine 

(Cter) présente quant à lui un effet pro-inflammatoire au niveau des cellules endothéliales. Cependant, 

le rôle anti-inflammatoire de l’ANXA1 reste le plus documenté et ne se restreint pas à l’action sur la 

MTE. En effet, l’ANXA1 est aussi capable de moduler l’apoptose et l’efférocytose (phagocytose des 

cellules apoptotiques) des neutrophiles.  

 

3.2.2.2- Régulation de l’apoptose et de l’efférocytose 

 

Afin d’assurer la résolution de l’inflammation, indispensable au retour de l’homéostasie tissulaire, 

il est nécessaire de limiter le recrutement des cellules immunitaires mais également de stimuler leur 

apoptose afin qu’elles soient éliminées par les cellules phagocytaires. Ceci permet de prévenir 

l’activation excessive des neutrophiles par exemple, et l’exposition du tissu au contenu toxique de ces 

cellules [79]. Le lien entre annexines et apoptose évoque fortement l’ANXA5, très largement utilisée 

en recherche pour détecter les cellules en apoptose du fait de sa capacité à se lier aux PS exposées à 

la surface de ces cellules. Même si cette propriété n’est pas spécifique à l’ANXA5, cette dernière 

possède un domaine Nter très court par rapport aux autres ce qui la rend plus stable et facilite son 

utilisation.  

En tant que molécule anti-inflammatoire, l’influence de l’ANXA1 sur l’apoptose des neutrophiles a 

été évaluée. L’incubation de PMN humains avec une ANXA1 recombinante humaine entraîne une 

accélération de l’apoptose de ces cellules, dépendante de l’augmentation du niveau intracellulaire de 

calcium. Cette activation de l’apoptose est notamment associée à une déphosphorylation de la 

protéine pro-apoptotique Bad (« BCL2 associated agonist of cell death ») qui est ainsi activée. Tout 

comme l’effet de l’ANXA1 sur la trans-migration des PMN, la capacité de l’ANXA1 exogène à stimuler 

l’apoptose des neutrophiles par le biais de son domaine Nter est spécifique. En effet l’ANXA5 n’est pas 

capable de mimer cet effet sauf lorsqu’on lui ajoute le domaine Nter de l’ANXA1 [75]. Dans un modèle 

murin de pleurésie (inflammation de la membrane qui recouvre les poumons, déclenchée par une 

injection intra-pleurale de LPS), l’injection d’un anti-sérum anti-ANXA1 avant le traitement à la 

dexaméthasone (glucocorticoïde) diminue de façon significative l’effet pro-apoptotique de cette 

dernière sur les neutrophiles recrutés au niveau de la cavité pleurale [82]. De plus, dans ce même 

modèle, l’administration locale du peptide Ac2-26 augmente considérablement le pourcentage de 

neutrophiles en apoptose au site inflammatoire. Ce traitement augmente également le niveau des  
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Figure 13 : Effet de l’annexine A1 sur l’apoptose et l’efférocytose des neutrophiles. L’ANXA1 est 

capable de stimuler l’apoptose des neutrophiles en activant notamment les protéines de la 

signalisation pro-apoptotique (Bad, Bax, caspase 3). De plus, les neutrophiles en apoptose sont eux-

mêmes capables de sécréter de l’ANXA1 afin d’encourager leur phagocytose par les macrophages 

(efférocytose). L’ANXA1 extracellulaire agit par l’intermédiaire des récepteurs FPR présents au niveau 

des cellules phagocytaires. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Effet de l’annexine A1 sur les monocytes/macrophages. Une fois passés du compartiment 

sanguin au compartiment tissulaire, les monocytes se différencient en macrophages. Ces derniers 

constituent les principales cellules phagocytaires du système immunitaire et sont donc chargés 

d’éliminer les agents pathogènes ainsi que les cellules apoptotiques. L’ANXA1 est capable de moduler 

les monocytes et les macrophages de différentes façons. En effet, cette protéine peut à la fois simuler 

leurs capacités phagocytaires et inhiber leur sécrétion de cytokines pro-inflammatoires. De plus, 

l’ANXA1 inhibe la migration trans-endothéliale des monocytes et stimule leur apoptose.  
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protéines pro-apoptotiques Bax (« BCL2 associated X ») et caspase 3 clivée et diminue les protéines 

associées à la survie telles que MCL-1 (« Induced myeloid leukemia cell differentiation protein ») et 

ERK1/2 (forme phosphorylée) dans les neutrophiles [82]. L’ensemble de ces données montre que 

l’ANXA1 endogène et exogène est capable de stimuler l’apoptose des neutrophiles in vivo (Figure 13).  

Le surnageant de culture des neutrophiles apoptotiques présente plus d’ANXA1 que celui des 

cellules non apoptotiques et est capable de stimuler la phagocytose des macrophages. Cet effet 

stimulateur est abrogé lorsque l’ANXA1 du surnageant est éliminée ou lors de l’ajout d’un antagoniste 

FPR1/FPR2 (Boc2). Ces résultats montrent que les neutrophiles apoptotiques libèrent de l’ANXA1 qui 

va activer les récepteurs FPR au niveau des macrophages et stimuler ainsi leur efférocytose [83]. 

L’ANXA1 est donc capable de stimuler les phagocytes tels que les macrophages (Figure 13). 

 

3.2.3- Régulation des monocytes/macrophages 

 

Les monocytes sont des phagocytes sanguins dont la forme tissulaire correspond aux 

macrophages. Ces macrophages sont les principales cellules phagocytaires du système immunitaire. 

Comme vu précédemment, la phagocytose des cellules apoptotiques ou autres débris cellulaires, mais 

également des pathogènes est primordiale à la résolution de l’inflammation. Plusieurs études utilisant 

des souris n’exprimant pas l’Anxa1 ont permis de mettre en évidence l’importance de cette protéine 

dans le processus de phagocytose. En effet les macrophages issus de ces souris présentent des défauts 

de phagocytose in vitro et in vivo [55], [84]. Récemment, il a été montré que le traitement de 

macrophages pulmonaires avec le peptide Ac2-26 stimule la phagocytose bactérienne de S. 

pneumoniae in vitro [85] (Figure 14). De plus, il a été montré que l’ANXA1 est capable d’opsoniser les 

cellules apoptotiques, dont les monocytes et les macrophages, via l’interaction de son domaine cœur 

avec les PS extracellulaires. Ceci permet de faciliter l’attachement des cellules phagocytaires et stimule 

ainsi l’efférocytose [86].  

L’ANXA1 est également capable de moduler la sécrétion de cytokines par les macrophages. 

Lorsque les cellules apoptotiques ne sont pas phagocytées, elles dégénèrent en cellules nécrotiques. 

La présence d’ANXA1 à la surface de ces dernières permet de limiter la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires (interleukine IL1-, « tumor necrosis factor alpha» TNF) par les macrophages qui les 

éliminent [86]. De plus, les macrophages de souris invalidées pour l’Anxa1 libèrent plus de cytokines 

pro-inflammatoires (interleukine IL-6 et TNF) par rapport aux macrophages des souris sauvages (WT, 

« wild type ») [84], [87]. In vivo, les souris invalidées, injectées en intra-péritonéal avec du LPS  
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bactérien, présentent une augmentation du niveau sérique d’IL-6 et de TNF par rapport aux souris 

WT. L’ANXA1 endogène permet donc de limiter la libération de cytokines pro-inflammatoires par les 

macrophages (Figure 14). Cette modulation passe par la diminution de l’activité des MAPK en limitant 

la phosphorylation de ERK et JNK (« c-Jun N-terminal kinase ») [87]. En effet, la diminution de 

l’expression de l’ANXA1 dans les macrophages est associée à une augmentation de la signalisation ERK. 

De plus, la surexpression de l’ANXA1 dans les macrophages RAW 264.7 est associée à une diminution 

de leur prolifération [88].  

 Tout comme pour les neutrophiles, l’ANXA1 est également capable de moduler l’afflux des 

monocytes au niveau du tissu lésé ainsi que leur apoptose. Effectivement, l’administration 

intraveineuse répétée du peptide Ac2-26 aux souris développant une péritonite suite à  l’injection de 

zymosan, prévient l’infiltration de monocytes dans la cavité péritonéale [89]. De surcroit, les cellules 

monocytaires U937 qui surexpriment l’ANXA1 présentent une MTE réduite [90]. L’utilisation de souris 

n’exprimant pas l’Anxa1 a permis de mettre en évidence une augmentation de l’expression de la L-

sélectine à la surface des monocytes par rapport aux animaux sauvages. L’ANXA1 endogène semble 

donc diminuer la présence de L-sélectine à la surface des monocytes et par conséquent diminuer leur 

TME [55]. De plus, la transfection de cellules U937 avec un ADNc codant pour l’ANXA1 induit chez ces 

dernières une apoptose spontanée. Le traitement de ces cellules avec l’ANXA1 (partie Nter + répétition 

I) potentialise les effets pro-apoptotiques du TNF et augmente l’activité de la caspase 3. Globalement, 

l’ANXA1 présente donc une activité anti-inflammatoire au niveau des monocytes/macrophages en 

limitant leur afflux au niveau du site inflammatoire et en stimulant leur apoptose (Figure 14). De 

surcroit, une étude de puce à ADN a permis de montrer que le traitement de monocytes humains avec 

le peptide Ac2-26 entraîne une modulation de la transcription d’un grand nombre de gènes. Ces 

derniers sont dans la grande majorité impliqués dans les processus d’apoptose et d’inflammation. Les 

résultats de cette étude montrent que le peptide stimule la transcription des gènes anti-

inflammatoires et inhibe celle des gènes pro-inflammatoires [91]. L’ANXA1 a également été associée à 

un rôle pro-inflammatoire. Une étude récente s’est consacrée à étudier l’implication de cette protéine 

dans la sécrétion d’IL-1 pro-inflammatoire par les macrophages dérivés de moelle osseuse. Les 

résultats démontrent que l’absence d’ANXA1 dans les macrophages est associée à une réduction de la 

sécrétion de la cytokine en réponse à une stimulation par l’inflammasome NLRP3. De plus, cette action 

pro-inflammatoire est indépendante des récepteurs FPR et semble donc être liée à l’ANXA1 

intracellulaire dans ce contexte spécifique [92]. 
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3.2.4- Régulation des autres cellules phagocytaires 

 

Outre le rôle régulateur important de l’ANXA1 sur les neutrophiles et les monocytes/macrophages, 

cette protéine module également d’autres cellules phagocytaires de l’immunité innée. Les cellules 

dendritiques (CD) sont des cellules présentatrices d’antigènes professionnelles (CPAg) capable de 

phagocyter les cellules en apoptose et d’activer les lymphocytes T (LT, immunité adaptative). Afin 

d’éviter le déclenchement de maladies auto-immunes ou de pathologies inflammatoires chroniques, il 

est important de prévenir la réponse immunitaire contre les antigènes du « soi » issus de cellules 

apoptotiques. En 2013, une étude a permis de mettre en évidence un rôle immunosuppresseur de 

l’ANXA1 présente à la surface des cellules apoptotiques vis à vis des CD. L’ANXA1 inhibe à la fois la 

maturation de ces cellules ainsi que leur capacité à sécréter des cytokines pro-inflammatoires et à 

activer les LT. Ceci permet d’instaurer une tolérance vis-à-vis des cellules apoptotiques du « soi » [93]. 

A l’inverse, dans le cadre de la mort immunogénique, l’ANXA1 exposée à la surface des cellules 

tumorales stimule leur phagocytose par les CD et favorise ainsi l’activation de l’immunité adaptative 

anti-tumorale [94] (cf partie 3, paragraphe 2.1.2).   

Au niveau du système nerveux central, les cellules microgliales constituent les macrophages 

résidents. En condition ischémique (privation en oxygène et en glucose puis ré-oxygénation), l’ANXA1 

microgliale est phosphorylée par la PKC (Ser27) ce qui déclenche sa translocation nucléaire et 

l’induction de la production de médiateurs pro-inflammatoires. Dans ce contexte, l’ANXA1 

intracellulaire est donc impliquée dans un processus pro-inflammatoire [95]. D’autres cellules gliales 

non phagocytaires sont également impliquées dans l’inflammation du système nerveux central. Les 

astrocytes sont par exemple capables de sécréter des médiateurs inflammatoires. Il a été montré que 

le traitement de ces cellules avec le peptide Ac-26 permet de limiter leur activation induite par le LPS. 

De plus le peptide est capable d’inhiber la sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires par les 

astrocytes [96].  

 

De façon générale, la fonction anti-inflammatoire de l’ANXA1, notamment extracellulaire, a été 

très largement décrite. Cette fonction est en grande partie portée par le domaine Nter de la protéine 

qui par l’intermédiaire des récepteurs FPR est capable de moduler différentes cellules impliquées dans 

la réponse inflammatoire. La localisation intracellulaire ainsi que le domaine Cter sont plutôt impliqués 

dans l’inhibition de la PLA2, et dans certaines conditions, associés à des propriétés pro-inflammatoires. 

L’ANXA1 peut donc à la fois inhiber et stimuler la réponse immunitaire. Ceci a été notamment confirmé 

par l’analyse du rôle de cette protéine dans la réponse adaptative. 
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Figure 15 : Effet de l’annexine A1 sur l’activation et la différenciation des lymphocytes T. Les 

lymphocytes T (LT) naïfs sont activés au niveau des organes lymphoïdes secondaires comme par 

exemple les ganglions. L’activation passe par la reconnaissance d’un antigène protéique par le 

récepteur TCR. Une fois activés, les lymphocytes T peuvent se différencier en différents lymphocytes, 

dont les auxiliaires (CD4+) de type Th1, Th2 ou Th17. L’ANXA1 est capable de stimuler l’activation et la 

prolifération des lymphocytes et de favoriser la différenciation CD4+ en Th1 et Th17. 
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3.2.5- Régulation des lymphocytes (immunité adaptative) 

 

Les lymphocytes sont les acteurs clés de la réponse immunitaire adaptative. Il existe différents 

types de lymphocytes. Les LT sont les plus répandus, ils ont la capacité de détruire les pathogènes et 

de stimuler les lymphocytes B (LB). Ces derniers sont capables de produire des anticorps contre les 

pathogènes en ciblant des antigènes donnés. Les lymphocytes dit « natural killer » (NK) ou tueurs 

naturels présentent une cytotoxicité constitutive ne nécessitant pas d’exposition aux antigènes 

contrairement aux LT. Ces derniers se subdivisent également en LT cytotoxiques (CD8+) et auxiliaires 

ou « helper » (CD4+, Th). 

 

D’Acquisto et ses collaborateurs ont été parmi les premiers à mettre en lumière un rôle stimulateur 

de l’ANXA1 vis-à-vis des lymphocytes. Ils ont montré que l’ANXA1 recombinante humaine est capable 

de stimuler la prolifération et l’activation des LT murins (sécrétion d’IL-2) (Figure 15) [97]. L’ANXA1 

endogène est également capable de réguler ces deux paramètres puisque les cellules T invalidées 

génétiquement pour l’Anxa1 présentent des défauts d’activation et une diminution de leur 

prolifération suite à leur stimulation [98]. Une étude récente a appuyé ces résultats en montrant que 

l’utilisation d’un anticorps dirigé contre l’ANXA1 diminue l’activation et la prolifération des LT humain 

in vitro. Ces cellules sont issues de patients atteints de lupus erythémateux systémique (maladie auto-

immune) et présentent une surexpression de l’ANXA1 par rapport aux lymphocytes des donneurs sains 

[99].   

L’ANXA1 est également capable de moduler la différenciation des LT CD4+ en Th1 (médiateur 

immunité cellulaire), Th2 (médiateur immunité humorale associé aux cellules B) ou Th17 (auto-

immunité, allergies). En effet, apportée de façon exogène, elle favorise la formation des Th1 au dépit 

des Th2 in vitro et in vivo (modèle arthrite induite par le collagène) [97]. Pour aller plus loin, une 

seconde étude sur l’ANXA1 endogène a permis de montrer que les LT déficients en ANXA1 se 

différencient plutôt en Th2 contrairement à ceux qui l’expriment (différenciation en Th1 et Th17) 

(Figure 15) [98]. 

La stimulation des cellules T via leur TCR (récepteurs des cellules T), entraîne une surexpression du 

récepteur FPR2 ainsi que son externalisation à la surface cellulaire. De façon simultanée, l’ANXA1 est 

également surexprimée et exportée à la membrane (mécanisme inconnu) pour être finalement 

sécrétée dans le milieu. Elle peut alors se lier aux récepteurs FPR2 et ainsi potentialiser la signalisation 

du TCR qui implique les protéines kinase ERK et AKT (ou PKB, protéine kinase B). De ce fait le seuil 

d’activation des cellules T est abaissé [97].  
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- Stimule développement Th1 et Th17, Inhibe Th2
- Stimule production anticorps par les LB

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16 : Modulation des différentes cellules du système immunitaire par l’annexine A1. L’annexine 

A1 est capable de réguler la réponse immunitaire en jouant sur différents types cellulaires. Elle module 

par exemple, leur recrutement, leur apoptose, ou encore leurs fonctions. 
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Du fait du rôle pro-inflammatoire de l’ANXA1 envers les LT, il n’est pas étonnant de voir que le 

traitement des LT CD4+ avec des glucocorticoïdes entraîne une inhibition de l’expression de l’ANXA1 

et ainsi une diminution de leur activation cellulaire in vitro et in vivo. Ceci a été confirmé par une étude 

montrant que l’administration de GC aux patients atteints d’arthrite rhumatoïde entraîne une 

diminution de l’expression de l’ANXA1 dans les LT CD4+ allant de 50 à 80% par rapport à l’analyse 

réalisée avant traitement [60]. 

L’ANXA1 est également capable de stimuler la production d’anticorps par les plasmocytes (LB 

différenciées). En effet, l’utilisation d’un anticorps anti-ANXA1 diminue la production d’auto-anticorps 

par les plasmocytes des patients atteints de lupus erythémateux systémique in vitro et in vivo (modèle 

souris SCID humanisée). Contrairement aux cellules du système immunitaire inné, l’ANXA1 inhibe 

l’apoptose des lymphocytes T et B [99].  

 

Globalement, l’ANXA1 est capable de moduler le système immunitaire en agissant sur un grand 

nombre de types cellulaires (Figure 16). Elle limite le système immunitaire inné en modulant 

l’inflammation et stimule au contraire la réponse immunitaire adaptative par le biais de son action sur 

les différents types de lymphocytes. 
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Figure 17 : Caractéristiques principales des cellules cancéreuses. Les cellules cancéreuses peuvent 

être définies par six caractéristiques principales (traits pleins). Quatre d’entre elles sont liées à une 

prolifération incontrôlée et à la survie des cellules tumorales avec : le maintien de la signalisation 

proliférative, l’échappement aux suppresseurs de croissance, la résistance à la mort cellulaire, et 

l’acquisition d’une immortalité. Les deux autres caractéristiques que sont l’invasion et les métastases 

ainsi que l’induction de l’angiogenèse sont associées à l’agressivité et à la dissémination des cellules 

tumorales. L’ensemble de ces caractéristiques s’acquière principalement suite à l’instabilité 

génomique qui génère des mutations, et la mise en place d’une inflammation déclenchée par les 

cellules immunitaires qui peuvent pour certaines promouvoir la progression tumorale (traits pointillés 

noirs). Plus récemment, deux nouvelles caractéristiques ont émergé. En effet, les cellules tumorales 

modifient leur métabolisme énergétique afin de favoriser leur croissance et mettent en place des 

stratégies de résistance au système immunitaire (traits pointillés rouges). 

 

Adapté de Hanahan et al, 2011 [100]  
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Au vu de la très vaste expression de l’ANXA1 dans les différents tissus humains et de son implication 

dans divers processus biologiques, plusieurs travaux ont visé à étudier son rôle dans différents cancers. 

Des analyses transcriptionnelles et/ou protéiques de biopsies de patients, ont permis de mettre en 

lumière la dérégulation de l’ANXA1 dans de nombreux cancers. Les cellules tumorales sont 

caractérisées principalement par une prolifération incontrôlée (soutien de la signalisation 

proliférative, échappement aux suppresseurs de croissance, résistance à la mort cellulaire) mais 

également des capacités agressives telles que la migration et l’invasion qui interviennent dans la 

dissémination tumorale (Figure 17) [100]. L’implication de l’ANXA1 dans ces différents processus a été 

largement étudiée grâce à l’utilisation de cellules tumorales in vitro et de modèles murins in vivo. Cette 

partie va dans un premier temps rester générale, en faisant un état de l’art du rôle de l’ANXA1 dans 

différents cancers, puis se focaliser sur les deux pathologies qui ont été étudiées durant ces travaux de 

thèse : le cancer du sein et le mélanome.  

 

1- Dérégulation de l’ANXA1 dans les cancers 

 

1.1- Surexpression de l’ANXA1 

 

L’analyse de biopsies de patients et de données cliniques a permis de montrer dans plusieurs 

cancers une surexpression de l’ANXA1 dans le tissu tumoral par rapport au tissu sain (souvent 

adjacent). C’est notamment le cas pour : le cancer du pancréas [101], [102], du foie [103]–[105], de 

l’estomac [106], du poumon [107] ou encore pour le cancer colorectal [108]. Outre la simple analyse 

de l’expression ou du niveau protéique de l’ANXA1, des études se sont également intéressées à la 

corrélation de cette expression avec les caractéristiques clinico-pathologiques des tumeurs 

(différenciation, grade/stade, métastases, survie des patients). Le stade de différenciation de ces 

dernières semble par exemple être lié à l’expression de l’ANXA1, puisque dans le cancer du pancréas  
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et du foie cette protéine est plus fortement exprimée au niveau des tumeurs peu différenciées par 

rapport à celles qui sont bien différenciées [101], [105]. De plus, dans ces deux pathologies, la faible 

différenciation des tumeurs est associée à un pronostic plus défavorable [109], [110]. L’ANXA1 est 

donc préférentiellement exprimée au niveau des tumeurs les plus agressives. Dans les cancers de 

l’estomac [111], de la vessie [112] ou encore dans le glioblastome [113], l’expression de l’ANXA1 est 

plus forte au niveau des tumeurs de haut grade histologique c’est-à-dire des tumeurs à fort degré de 

malignité. Dans d’autres cancers (tête et cou [114], estomac [106], [115] et poumon [116]), 

l’expression de l’ANXA1 corrèle positivement avec l’apparition de métastases et semble donc être 

associée à la dissémination tumorale. L’implication de l’ANXA1 dans l’agressivité tumorale pose donc 

la question d’une éventuelle corrélation entre la présence de la protéine et la survie des patients.  En 

effet, une forte expression de l’ANXA1 tumorale entraîne une diminution de la survie globale des 

patients dans les cancers du tractus digestif (œsophage [117], foie [104], estomac [111], [115]) mais 

également le cancer du poumon [116]. De façon globale, l’ANXA1 semble être sur-régulée dans 

certaines tumeurs, et il existe un lien entre cette sur-régulation et l’agressivité tumorale. Afin de 

confirmer ce lien, des études in vitro ont été menées dans le but d’étudier l’influence de l’ANXA1 sur 

la prolifération, la migration et l’invasion des cellules tumorales. 

La surexpression de l’ANXA1 induite chez les cellules Eca109 (cancer de l’œsophage) et A549 

(cancer du poumon) entraîne une stimulation de leur prolifération [118], [119]. L’extinction de 

l’expression de l’ANXA1 dans les cellules cancéreuses pancréatiques MIA-PaCa2 entraîne également 

une augmentation de la prolifération [120]. Contrairement aux cellules MIA-PaCa2, la diminution de 

l’expression de l’ANXA1 dans les cellules MKN45 (cancer estomac) n’influe pas sur leur prolifération 

[111]. L’effet de l’ANXA1 sur la prolifération semble donc être tissu-spécifique. En effet les données 

précédentes montrent qu’en fonction du type de cancer, l’ANXA1 peut stimuler, inhiber ou ne pas 

affecter la prolifération cellulaire. Les études de migration et d’invasion donnent quant à elles des 

résultats plus homogènes entres les différents types de cancers et s’accordent à dire que l’ANXA1 

stimule ces deux processus. Au niveau des cellules de cancer du pancréas par exemple, la diminution 

de l’expression de l’ANXA1 est associée à une baisse des capacités migratoires et invasives des cellules 

contrairement au traitement avec le peptide Ac2-26 qui les stimule [120], [121]. L’utilisation d’un 

anticorps bloquant l’ANXA1 permet de limiter la migration et l’invasion des cellules de cancer du 

pancréas. De plus, des vésicules contenant de l’ANXA1, sécrétées par les cellules tumorales sont 

également capables de favoriser la migration et l’invasion cellulaire. Ces observations incriminent donc 

un effet plutôt extracellulaire de la protéine [121], [122]. De façon similaire, la diminution de 

l’expression de l’ANXA1 dans les cellules de cancer du poumon [116] et du foie [104] limite leur 

migration et leur invasion. A l’opposé, la surexpression de l’ANXA1 dans les cellules de cancer de  
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Figure 18 : L’annexine A1 module la progression tumorale dans différents types de cancer. L’ANXA1 

est dérégulée dans de nombreux cancers. Elle est sur- ou sous-exprimée dans les tissus tumoraux par 

rapport aux tissus sains en fonction du type de tumeur. De façon générale, lorsque l’ANXA1 est 

surexprimée, elle est associée à des effets stimulateurs sur la migration et l’invasion et présente donc 

un rôle oncogénique et inversement. Cependant ceci n’est pas vrai pour tous les types de cancers. 

L’ANXA1 stimule par exemple l’invasion des cellules de cancer de la prostate alors que dans ce type de 

cancer l’ANXA1 est sous-régulée par rapport au tissu sain. De plus, pour le cancer nasopharyngé, les 

données sont contradictoires. Pour certains cancers, au niveau desquels la sur- et la sous-expression 

ont été décrites, il est difficile de définir clairement le rôle de l’ANXA1 dans la progression tumorale. 

De plus, les effets de l’ANXA1 sur la prolifération ne sont pas toujours en adéquation avec les effets 

sur la migration et l’invasion. Par exemple dans le cancer du pancréas, l’ANXA1 inhibe la prolifération 

cellulaire mais stimule la migration et l’invasion. Il est donc difficile de définir un rôle pro ou anti-

tumoral de l’ANXA1 dans les cancers en général. 
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l’œsophage, de l’estomac et des poumons est associée à une stimulation de ces deux processus [111], 

[118], [119]. Cependant, dans le cancer nasopharyngé, l’ANXA1 s’est à la fois montrée stimulatrice 

[114] et inhibitrice [123] de la migration et de l’invasion (Figure 18). 

 

L’ensemble de ces données sous-entend que l’ANXA1 est surexprimée dans les tumeurs et que 

cette surexpression est associée à une augmentation de leur malignité et à la formation de métastases. 

L’ANXA1 est donc associée à des effets oncogéniques, particulièrement dû à la stimulation des 

phénomènes de migration et d’invasion in vitro. Ces données sont également confortées par des 

modèles murins, montrant que l’injection de cellules tumorales, dont l’expression de l’ANXA1 a été 

réduite considérablement, permet de diminuer la formation de métastases dans différents types de 

cancer [111], [114], [120]. Cependant d’autres études ont mis en évidence une sous-expression de 

l’ANXA1, pouvant être considérée comme protéine suppressive de tumeur. Ceci souligne donc des 

rôles probablement opposés de l’ANXA1 ainsi que la présence de données controversées pour certains 

types de cancers pour lesquels la surexpression et la sous-expression ont été rapportées. 

 

1.2- Sous-expression de l’ANXA1 

 

A la manière de la surexpression, la sous-expression de l’ANXA1 a été identifiée au niveau de 

tumeurs de patients présentant différents types de cancer. En effet, on retrouve une diminution de 

l’expression de l’ANXA1 dans les tissus tumoraux par rapport aux tissus sains pour les cancers de type 

tête et cou [124]–[126], œsophage [127], [128], prostate [128], [129], estomac [130], poumon [131], 

col de l’utérus [132] ou encore le cancer de la thyroïde [133]. De plus, plusieurs études rapportent une 

expression plus importante de l’ANXA1 dans les tumeurs bien différenciées par rapport à celles qui le 

sont peu. C’est le cas pour le cancer de l’œsophage [127], [134], de l’estomac [130], [134], du col de 

l’utérus [132], de la thyroïde [133] ou encore le cancer tête et cou [124], [126]. Généralement, les 

tumeurs bien différenciées sont moins agressives et présentent un meilleur pronostic que les tumeurs 

indifférenciées [135]. De plus, l’ANXA1 est négativement corrélée au grade histologique dans les 

carcinomes oraux des cellules squameuses [125], et la perte de cette protéine est associée à la 

progression des tumeurs vers un phénotype plus malin pour les cancers de l’œsophage [128], de la 

prostate [129], de l’estomac [130] et du col de l’utérus [132]. En d’autres termes, plus l’expression de 

l’ANXA1 est faible plus la tumeur est agressive. Par exemple au niveau de la prostate, l’épithélium 

normal présente une forte expression de l’ANXA1, cette expression est diminuée dans les néoplasies  
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intra-épithéliales et encore plus faible au niveau des tumeurs invasives [129]. Pour le cancer de 

l’estomac, l’expression de l’ANXA1 diminue au cours de la progression du tissu sain à la tumeur 

primaire, puis aux métastases [130]. Tout comme la surexpression, la sous-expression de l’ANXA1 est 

également corrélée à la survie globale des patients. Il a été montré pour les cancers de l’estomac et du 

poumon que la faible expression de l’ANXA1 est associée à une diminution de la survie globale [130], 

[131].  

La surexpression de l’ANXA1 dans les cellules de cancer de l’estomac AGS qui possèdent une faible 

expression basale de la protéine entraîne un arrêt de la prolifération. Le traitement des cellules de 

cancer du col de l’utérus HeLa avec le peptide Ac2-26 limite leur prolifération [132]. A l’inverse, la 

diminution de l’ANXA1 dans les cellules N87, qui présentent un taux basal important d’ANXA1, stimule 

la prolifération [134]. La diminution de miR196a, un microARN inhibiteur de l’ANXA1, dans les cellules 

EC109 de carcinome de l’œsophage entraîne une diminution de la prolifération [136]. Ces études 

supportent donc un rôle plutôt antiprolifératif de l’ANXA1. Les analyses portant sur les capacités 

migratoires et invasives des cellules tumorales montrent que l’ANXA1 limite ces dernières dans 

différents cancers [123], [134], [136], [137]. L’ensemble de ces études met en évidence un rôle 

protecteur de l’ANXA1 vis-à-vis de la progression tumorale. Cependant, dans le cancer de la prostate 

qui présente une sous-expression de l’ANXA1, le peptide Ac2-26 est capable de stimuler l’invasion 

cellulaire in vitro (Figure 18) [138].  

 

L’ANXA1 est donc dérégulée dans un large spectre de cancers. Cette dérégulation est étroitement 

liée aux caractéristiques clinico-pathologiques et notamment à l’agressivité tumorale et à la survie des 

patients. Cette protéine constitue donc un potentiel outil diagnostique et pronostique pour de 

nombreux cancers, mais également thérapeutique. Cependant, le profil d’expression ainsi que le rôle 

de l’ANXA1 peuvent être opposés d’un type de cancer à un autre (Annexe 1). De plus, au sein d’un 

même cancer certaines études relatent une surexpression de l’ANXA1 associée à un rôle oncogénique 

et d’autres une sous-expression associée à un rôle protecteur. C’est le cas par exemple du cancer de 

l’œsophage, de l’estomac ou encore du poumon. Ces données controversées peuvent s’expliquer par 

le fait que les tumeurs d’un même tissu peuvent avoir des origines cellulaires différentes. Par exemple 

au niveau de l’œsophage, les adénocarcinomes semblent présenter une surexpression et les 

carcinomes des cellules squameuses plutôt une sous-expression. On observe également une sous-

expression de l’ANXA1 dans le cancer du col de l’utérus [132] et le cancer tête et cou [126] développés 

à partir de cellules squameuses. L’hétérogénéité tumorale entre tumeurs d’un même tissu ou au sein 

d’une même tumeur peut également être un facteur de variabilité. En effet au sein d’un même type  



  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19 : Représentation schématique d’une coupe de sein. Le sein est constitué de la glande 

mammaire ainsi que de tissus conjonctifs et adipeux. La glande mammaire se compose de quinze à 

vingt lobes séparés par du tissu graisseux. Ces lobes sont formés de lobules capables de sécréter du 

lait en période d’allaitement qui sera conduit jusqu’au mamelon par les canaux galactophores. On 

distingue ainsi les cellules dites lobulaires et canalaires. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20 : Classification histologique des cancers du sein (CS). Les cancers du sein peuvent être in 

situ (25% des CS) c’est-à-dire que les cellules tumorales ne sont pas capables de franchir la lame basale 

et vont donc rester au niveau de leur tumeur primaire ou infiltrant/invasifs (75%). Dans ce dernier cas, 

les cellules cancéreuses peuvent franchir la lame basale et gagner les circulations sanguine et 

lymphatique afin de former des métastases. De plus, les tumeurs mammaires peuvent se développer 

à partir des cellules épithéliales des lobules ou des canaux galactophores formant ainsi des tumeurs 

dites lobulaires ou canalaires. Les cancers du sein sont le plus souvent des carcinomes infiltrant de type 

canalaire. 
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de cancer, il peut exister différents sous-types présentant des propriétés parfois très différentes 

(expression de récepteurs, mutations, réponse aux traitements…). C’est notamment le cas pour le 

cancer du sein (CS), pathologie pour laquelle la surexpression et la sous-expression ont été 

documentées [139]. De plus, lorsqu’on analyse l’expression de l’ANXA1 au niveau des tumeurs, on 

prend également en compte l’ANXA1 présente dans les cellules non tumorales comme les cellules du 

système immunitaire par exemple. La présence d’un infiltrat immunitaire plus ou moins important 

peut donc également influencer les résultats d’expression de l’ANXA1 au sein des différentes tumeurs. 

 

2- Expression controversée de l’ANXA1 dans le cancer du sein 

 

2.1- Épidémiologie du cancer du sein et classifications 

 

Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez la femme et représente donc un grave 

problème de santé publique à travers le monde. En 2018, 627 000 décès ont été recensés, faisant du 

cancer du sein la première cause de mortalité féminine par cancer au monde. En France, pour la même 

année, environ 56 000 nouveaux cas de cancer du sein et 13 000 décès ont été recensés [140]. Les 

progrès importants réalisés tant au niveau du dépistage que de la prise en charge de cette maladie 

augmentent considérablement les chances de survie des patientes. En effet, plus de 3 cancers du sein 

sur 4 sont actuellement guéris. Toutefois le cancer du sein est une pathologie très hétérogène avec 

des pronostics et des réponses aux traitements variés. Cette pathologie présente une forte diversité à 

la fois entre les patients et au sein même des tumeurs [139]. 

 

Devant cette diversité, une première classification histologique a été développée par 

l’organisation mondiale de la santé en 1968 puis revue en 1981 [141]. Cette classification repose sur 

l’observation que les carcinomes mammaires peuvent se développer à partir des cellules épithéliales 

des canaux galactophores (carcinome canalaire) ou des lobules (carcinome lobulaire) et qu’ils peuvent 

être in situ (non invasifs) ou infiltrants (invasifs) (Figure 19). Tandis que les tumeurs in situ restent au 

niveau des canaux ou des lobules, les tumeurs infiltrantes sont capables de franchir la membrane 

basale et de se disséminer dans la circulation. Ainsi, cette classification définit quatre grands types 

histologiques de tumeurs mammaires : les carcinomes canalaires ou lobulaires, in situ ou infiltrants, 

les plus fréquents étant les carcinomes canalaires infiltrants (Figure 20) [142]. Cependant, cette  



  

 

 

Tableau 4 : Les différents sous-types moléculaires de cancer du sein définis par Perou, Sorlie et leurs 

collaborateurs. Les quatre sous-types de cancer du sein peuvent se distinguer par l’expression des 

récepteurs aux œstrogènes (RO), à la progestérone (RP) et au facteur de croissance épidermique 

humain (HER2). Chaque sous-type est plus ou moins représenté au sein des cancers du sein. Les 

tumeurs triple négatives font partie du sous-type basal-like. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sous-types 
moléculaires

Profils d’expression Pourcentage des cancers 
du seinRO RP HER2

Luminal A + + - 50%

Luminal B + +/- +/- 10% - 20%

HER2 + - - + 10% - 15%

Basal - - - 15% - 20%
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classification histologique reste insuffisante même si elle a été complétée et précisée au fil des années 

(3ème édition en 2003, 4ème en 2012 et 5ème en 2019). Elle apporte une valeur pronostique mais ne 

permet pas de prédire pleinement l’évolution des cancers du sein. De plus, elle ne représente pas toute 

l’hétérogénéité de cette pathologie et ne prédit pas la réponse thérapeutique des tumeurs. 

Une seconde classification dite « moléculaire » a donc été proposée par Perou, Sorlie et leurs 

collaborateurs [143], [144]. Ils ont réalisé une étude transcriptomique sur des échantillons tumoraux 

et non tumoraux qui leur a permis de différencier quatre sous-groupes moléculaires. Ces sous-groupes 

peuvent être discriminés sur la base de l’expression des gènes codants pour les récepteurs à 

l’œstrogène (RO), à la progestérone (RP) et le récepteur au facteur de croissance épidermique humain 

(HER2). En effet, les tumeurs des sous-types luminal A et luminal B expriment les récepteurs 

hormonaux, celles du sous-type HER2+ se caractérisent par une surexpression du récepteur HER2 et 

pour finir les tumeurs basales n’expriment pas les récepteurs hormonaux et ne présentent pas de 

surexpression d’HER2 (Tableau 4) [145]. Le cancer du sein triple négatif (CSTN) est communément 

associé au sous-type basal. En effet, environ 70 à 80% des CSTN correspondent à ce sous-type [146], 

[147]. 

 

2.2- Le cancer du sein triple négatif (CSTN) 

 

 Le CSTN représente entre 15 et 20% des cancers du sein. Il touche préférentiellement des 

femmes jeunes (moins de 50 ans) d’origine latine, africaine ou afro-américaine. Ces tumeurs sont 

particulièrement agressives puisqu’elles possèdent un fort pouvoir métastatique (poumon, système 

nerveux central) et sont donc associées à des rechutes précoces et à une survie plus péjorative par 

rapport aux autres sous-types de CS. De plus, les CSTN sont souvent diagnostiqués à des stades déjà 

métastatiques [148]. Les tumeurs triple négatives (TN) sont très hétérogènes et peuvent notamment 

être subdivisées en six sous-groupes en fonction de leurs profils d’expression génique : « basal-like 1 

et 2 », « immunomodulatory », « mesenchymal-like », « mesenchymal stem-like » et « luminal AR » 

(AR, récepteur aux androgènes) [149]. Cette classification permet de mieux stratifier les tumeurs et 

ainsi de pouvoir les cibler et les prendre en charge plus spécifiquement. 

Contrairement aux sous-types luminaux A et B qui peuvent être traités avec des 

hormonothérapies ou au sous-type HER2+ avec les thérapies ciblées anti-HER2, aucune thérapie ciblée 

n’est actuellement disponible pour le traitement du CSTN. Le traitement standard des CSTN reste donc 

la chimiothérapie à base d’anthracyclines et de taxanes. Cependant le traitement des formes  



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21 : Contrôle négatif des lymphocytes T par CTLA4 et PD1. L’interaction des protéines 

lymphocytaires CTLA4 et PD1 avec leurs ligands respectifs CD80/86 et PDL1/2 présents au niveau des 

cellules présentatrices d’antigènes permet de limiter la prolifération et l’activation des lymphocytes T. 
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métastatiques est associé à une médiane de survie de seulement 18 mois, voire inférieure [146], [150]. 

De nombreux travaux visent donc à identifier de nouvelles cibles thérapeutiques pour ce sous-type 

très agressif. Parmi celles identifiées, certaines ont montré un intérêt thérapeutique notamment les 

inhibiteurs de la poly(ADP-ribose) polymérase (PARP). Cette protéine joue un rôle majeur dans la 

réparation des cassures de l’ADN. Environ 14 à 20% des CSTN possède une mutation des gènes BRCA1 

et BRCA2 impliqués également dans la réparation de l’ADN. Le traitement de ces tumeurs avec un 

inhibiteur de PARP (olaparib) permet d’améliorer la survie sans progression des patientes de 4,2 à 7,2 

mois [150]. Ces tumeurs sont également sensibles aux agents alkylants comme les sels de platine qui 

sont capables d’induire des cassures de l’ADN que les cellules tumorales mutées ne pourront pas 

réparer. Une autre piste thérapeutique dans le CSTN est l’utilisation de l’immunothérapie. Elle vise à 

stimuler la réponse immunitaire anti-tumorale en inhibant les protéines impliquées dans les points de 

contrôle immunitaires. Les LT possèdent par exemple le récepteur PD1 (programme de mort cellulaire 

1) dont les ligands PDL1 et PDL2 sont présents à la surface des CPAg. L’interaction des ligands avec PD1 

inhibe la prolifération et l’activation des LT et limite ainsi la réponse immunitaire anti-tumorale 

adaptative (Figure 21). Un essai clinique de phase 3 (IMpassion) a montré l’efficacité modérée de l’anti-

PDL1 atezolizumab en combinaison avec le nab-paclitaxel dans le traitement des CSTN avancés. Les 

patientes traitées avec cette combinaison bénéficient d’une survie sans progression de 7,2 mois contre 

5,5 mois pour les patients traités avec la chimiothérapie seule [150]. Malgré l’émergence de nouvelles 

pistes thérapeutiques, les patientes atteintes de CSTN ne bénéficient toujours pas à l’heure actuelle 

de thérapie ciblée. Il est donc primordial de poursuivre les études sur ce sous-type particulièrement 

agressif et d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques mais également diagnostiques.   

 

2.3- Dérégulation de l’expression de l’ANXA1 dans les cancers du sein 

 

Plusieurs études se sont intéressées à l’expression de l’ANXA1 lors de la progression du cancer du 

sein, c’est-à-dire lors du passage du tissu normal à une tumeur bénigne (ex : hyperplasie, 

fibroadénome), à un carcinome in situ puis finalement à un carcinome invasif capable de former des 

métastases. Beaucoup de ces études s’accordent à dire que dans le tissu mammaire sain, l’ANXA1 est 

majoritairement voire exclusivement exprimée au niveau des cellules canalaires myoépithéliales [112], 

[151]–[155]. Les tumeurs bénignes présentent un profil d’expression similaire au tissu normal 

contrairement aux carcinomes in situ et invasifs qui expriment beaucoup moins l’ANXA1 [152]–[154], 

[156]. La variation de l’expression de cette dernière est observée dès le stade in situ des cancers du 

sein, on peut donc supposer que l’ANXA1 intervient dans les étapes précoces de la tumorigénèse.  



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22 : Expression de l’annexine A1 dans le cancer du sein. Le cancer du sein est une pathologie 

très hétérogène pour laquelle différents sous-types moléculaires ont été déterminés. (A) Si on 

compare le tissu normal au tissu cancéreux, tout sous-types confondus, on obtient dans la grande 

majorité des cas une sous-expression de l’ANXA1 dans les tissus cancéreux. (B) Si on analyse les 

tumeurs triple négatives (sous-type basal), on observe une surexpression de l’ANXA1 par rapport aux 

autres sous-types.  
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Cependant, une étude plus ancienne a montré un plus fort marquage immuno-histologique de l’ANXA1 

au niveau des cellules canalaires des carcinomes par rapport au tissu sain et aux tumeurs bénignes 

[155]. Ces données mettent donc en lumière la présence d’une controverse vis-à-vis de l’expression 

de l’ANXA1, même si la majorité des études tendent à observer une diminution de l’ANXA1 dans les 

carcinomes par rapport au tissu sain et aux tumeurs bénignes. Ce faible niveau de l’ANXA1 dans les 

tumeurs est associé à une diminution de la survie globale des patients (Figure 22A). 

L’expression de l’ANXA1 a également été analysée dans les tumeurs primaires et leurs métastases 

associées. Cependant, des résultats très hétérogènes ont été obtenus. En 2010, Maschler et ses 

associés ont mis en évidence une perte de l’ANXA1 dans les tumeurs qui forment des métastases par 

rapport à celles qui n’en développent pas [157]. Certaines études montrent que l’expression de 

l’ANXA1 qu’elle soit faible [153] ou forte [155] est conservée entre la tumeur primaire et ses 

métastases ganglionnaires ou distantes. D’autres exposent un niveau plus élevé de l’ANXA1 dans les 

métastases ganglionnaires par rapport à leurs tumeurs primaires [112], [154]. Dans ce dernier cas, 

l’ANXA1 pourrait alors avoir un rôle différent dans les tumeurs primaires et les métastases. Il est donc 

difficile ici de déterminer un réel consensus sur l’expression et le rôle de l’ANXA1 dans le CS. 

 

Certaines analyses de l’ANXA1 dans le cadre des cancers du sein se sont plutôt basées sur la prise 

en compte des différents sous-types moléculaires. En 2008, Cao et ses collaborateurs ont analysé 82 

paires de carcinomes mammaires et leurs métastases ganglionnaires associées. Ils ont montré une 

perte de l’ANXA1 dans 79% des cas (tumeurs primaires et métastases) par rapport au tissu normal. 

Cependant dans 21% des cas, l’ANXA1 est bien exprimée dans les échantillons et cette présence plus 

importante de la protéine est associée à une triple négativité des tissus cancéreux [153]. L’analyse in 

silico de la base de données de séquençage ARN TCGA (« The Cancer Genome Atlas ») a permis de 

montrer que 62% des tumeurs TN ont une forte expression de l’ANXA1 alors que les tumeurs luminales 

n’expriment pas voire très peu l’ANXA1 et que 77% des tumeurs HER2 positives présentent un niveau 

faible d’ANXA1 [151]. L’analyse de tumeurs humaines et de lignées cellulaires a permis de clairement 

montrer que l’ANXA1 est surexprimée dans le sous-type moléculaire triple négatif par rapport aux 

autres à savoir les luminaux et les HER2 positifs (Figure 22B) [151], [158]–[161]. La forte expression de 

l’ANXA1 dans les cancers du sein en général est associée à un pronostic défavorable, avec une survie 

globale plus faible par rapport aux tumeurs présentant peu d’ANXA1 [162]. Au sein même du sous-

type TN, l’importante présence de la protéine est associée à une diminution de la survie globale et de 

la survie sans rechute [152], [159], [161], [163]. De plus, dans l’ensemble des cancers du sein, qu’ils 

soient triple négatifs ou non, l’expression de l’ANXA1 est positivement corrélée aux mutations BRCA1  
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et BRCA2 associées à des tumeurs de mauvais pronostic [162]. Globalement, l’expression de l’ANXA1 

semble donc être impliquée dans l’agressivité des tumeurs mammaire. Comme pour les autres cancers, 

l’ANXA1 est capable de moduler différents processus impliqués dans le développement et la 

progression tumorale. 

 

2.4- Rôle de l’ANXA1 dans le développement et la progression du cancer du 

sein 

 

Du fait de l’importance d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques dans le CSTN qui 

surexprime l’ANXA1, de nombreuses études se sont intéressées à mieux comprendre l’implication 

fonctionnelle de cette protéine dans ce type de tumeur mammaire. Des études de protéomique et 

phosphoprotéomique quantitative, réalisées sur des cellules épithéliales mammaires normales qui 

expriment l’ANXA1 ou dont l’expression a été réduite par le biais d’ARN interférents, ont permis de 

mettre en évidence l’implication de l’ANXA1 dans la réponse cellulaire vis-à-vis des dommages de 

l’ADN ou encore dans l’adhésion et la migration cellulaire. L’ANXA1 serait donc engagée à la fois au 

niveau de l’initiation et de la progression du cancer du sein [164], [165]. Un grand nombre d’études in 

vitro utilisant des lignées cellulaires humaines de cancer du sein ont permis d’analyser plus 

précisément le rôle de l’ANXA1 dans les processus de prolifération, migration et invasion. Parmi toutes 

les lignées cellulaires utilisées, les plus étudiées sont les cellules luminales MCF7 (faible expression de 

l’ANXA1) et la lignée TN MDA-MB-231 (forte expression de l’ANXA1). 

 

2.4.1- Modulation de la prolifération cellulaire 

  

 L’ANXA1 a été décrite à la fois comme protéine stimulatrice et inhibitrice de la prolifération 

cellulaire. En 2016, Yuan et ses collaborateurs ont montré que la surexpression de l’ANXA1 dans les 

cellules MCF7, qui présentent un niveau basal faible de cette protéine, entraîne une diminution de leur 

prolifération [166], [167]. A l’inverse la transfection de ces cellules avec un ARN interférent dirigé 

contre l’ANXA1 provoque une stimulation de cette dernière. De plus, les cellules MDA-MB-231 

transfectées avec le petit ARN miR196a capable d’inhiber l’expression de l’ANXA1 permet de stimuler 

leur prolifération [166]. Ces résultats suggèrent donc un rôle antiprolifératif de l’ANXA1 comme déjà 

décrit dans d’autres cancers comme le cancer du pancréas [120] et de l’estomac [134]. Cependant, 

d’autres analyses sur ces mêmes lignées sont plutôt en faveur d’un rôle stimulateur de la prolifération  
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Figure 23 : Stimulation de la prolifération des cellules de cancer du sein par l’annexine A1. L’ANXA1 

joue le rôle de médiateur des effets prolifératifs des agents mitogènes tel que le sérum de veau fœtal 

(SVF). La signalisation FPR, activée par ses agonistes tels que l’ANXA1 pleine longueur ou encore le 

peptide issu de son clivage entraîne également une stimulation de la prolifération. L’augmentation de 

la prolifération passe par la voie PI3K qui entraîne une augmentation de l’expression de la cycline D1, 

protéine impliquée dans le cycle cellulaire notamment la progression en phase réplicative (S). 
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comme dans le cancer du poumon [119]. En effet, la diminution de l’ANXA1 dans les cellules MCF7 et 

MDA-MB-231, transfectées avec un ARN interférent, atténue la prolifération cellulaire induite par le 

sérum de veau fœtal (SVF). Dans cette étude, la transfection des cellules avec l’ARN interférent dirigé 

contre l’ANXA1 n’a pas d’effet sur la prolifération en absence de signaux mitogènes. Les auteurs ont 

également montré que l’incubation des cellules MCF7 avec du SVF augmente l’ANXA1 cytosolique et 

membranaire. Ceci souligne donc un rôle probable de l’ANXA1 en tant que médiateur des signaux 

mitogènes tels que le SVF dans les cellules cancéreuses mammaires [168] (Figure 23).  

Du point de vu mécanistique, la fonction proliférative de l’ANXA1 semble être portée en partie 

par sa localisation extracellulaire. Le peptide Ac2-26 ainsi que les autres agonistes des récepteurs FPR 

sont capables de stimuler la prolifération des cellules MCF7 et MDA-MB-231 in vitro. Cependant, cette 

stimulation n’est plus possible en absence des récepteurs FPR1 et FPR2. Des analyses complémentaires 

réalisées sur les cellules MCF7 ont montré que la transfection de ces dernières avec un ARN interférent 

dirigé contre l’ANXA1 atténue l’augmentation de la cycline D1 (protéine du cycle cellulaire) induite par 

le SVF. De plus, l’agoniste des FPR2, LXA4 (« lipoxin A4 ») présente les mêmes effets stimulateurs que 

le SVF sur le niveau de cycline D1. Ces effets sont dépendants de la voie PI3K (« phosphoinositide 3-

kinase ») [168]. Le rôle des récepteurs FPR dans la prolifération des cellules de cancer du sein a 

également été montré dans les cellules MDA-MB-231 grâce à l’utilisation de la cyclosporine A. Cet 

antagoniste des récepteurs FPR1 permet de limiter la prolifération des cellules et est associé à une 

diminution du nombre de cellules en phase réplicative du cycle cellulaire (phase S) [169]. L’ensemble 

de ces données implique l’axe ANXA1/FPR dans la prolifération tumorale (Figure 23).  

Pour aller plus loin, une étude récente s’est focalisée sur l’examen du clivage de l’ANXA1 au 

niveau des cellules tumorales mammaires. En effet, dans les cellules triples négatives MDA-MB-231, 

l’ANXA1 peut être clivée par la cathepsine D au niveau du résidu tryptophane 12 (forme clivée générée 

de 35,5 kDa). Cependant ce clivage n’est pas observé dans la lignée luminale MCF7. De plus, il existe 

une corrélation positive entre l’expression de l’ANXA1 et de cette enzyme dans les cellules MDA-MB-

231. L’utilisation de la pepstatine A en tant qu’inhibiteur de la cathepsine D a permis de mettre en 

lumière l’importance du clivage de l’ANXA1 dans la prolifération cellulaire puisque cet inhibiteur limite 

la prolifération des MDA-MB-231 et stimule leur apoptose [170]. Il a également été montré que cette 

lignée cellulaire est capable de sécréter de l’ANXA1 dans le milieu environnant à la fois sous forme 

totale et clivée [169]. Ces données favorisent le rôle activateur de l’ANXA1 extracellulaire vis-à-vis de 

la prolifération des cellules tumorales mammaires notamment TN. Cette action passe très 

probablement par l’interaction du domaine Nter (protéine totale ou peptide issu du clivage) de la 

protéine avec les récepteurs FPR1 et FPR2. 
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2.4.2- Modulation de la migration et de l’invasion  

 

Comme pour les autres types de cancers, les données concernant la migration et l’invasion 

sont, contrairement à la prolifération pour laquelle des contradictions existent, plutôt en accord. 

L’ANXA1 présente une action stimulatrice de ces deux processus comme dans les cancers du pancréas 

[120] et du foie [104] par exemple. Tout d’abord, la lignée MDA-MB-231 très invasive exprime 

fortement la protéine alors que les lignées luminales MCF7 et T47D peu, voire non invasives, expriment 

très peu voire pas du tout l’ANXA1. De plus, l’ANXA1 est capable de réguler positivement l’expression 

et l’activation de la métalloprotéase matricielle MMP9 impliquée dans la dégradation des matrices 

extracellulaires (MEC). Cette dégradation est indispensable à l’invasion cellulaire [171]. La diminution 

de l’expression de l’ANXA1 dans les cellules TN humaines MDA-MB-231, MDA-MB-436 et MDA-MB-

468 par différentes méthodes (invalidation génique, ARN interférents) entraîne une diminution de 

leurs capacités migratoires et invasives [161], [167], [169], [171], [172]. D’autre part, la surexpression 

de l’ANXA1 stimule la migration des cellules luminales MCF7. A l’inverse la transfection de ces cellules 

avec un ARN interférent ciblant l’ANXA1 entraîne une diminution de leur capacité migratoire associée 

à une augmentation du nombre de points d’adhésion focaux. Ces effets sont dépendants de la 

signalisation ERK [167]. La diminution de l’expression de l’ANXA1 dans la lignée tumorale murine 

168FARN est associée à une diminution de l’invasion cellulaire [173]. De façon intéressante, dans les 

cellules mammaires normales, l’invalidation génique de l’Anxa1 entraîne une diminution de la 

migration même dans un contexte non tumoral [165].  

Comme pour la prolifération, l’ANXA1 extracellulaire semble jouer un rôle important dans les 

processus de migration et d’invasion puisque le traitement des cellules MDA-MB-231 avec le peptide 

Ac2-26 est capable de stimuler ces processus. A nouveau, l’action extracellulaire de la protéine passe 

très probablement par les récepteurs FPR notamment FPR1. En effet, le blocage des récepteurs FPR1 

avec un antagoniste diminue la migration et l’invasion cellulaire [169]. L’implication de l’axe 

ANXA1/FPR a également été rapporté dans d’autres types de cancer dont le cancer du pancréas [121] 

et de la prostate [138]. Le rôle du clivage de l’ANXA1 dans la migration et l’invasion a également été 

étudié. Le traitement des cellules MDA-MB-231 avec de la pepstatine A, qui inhibe le clivage de 

l’ANXA1 par la cathepsine D, limite ces deux processus [170]. L’implication des FPR et de l’ANXA1 dans 

l’agressivité tumorale a également été rapportée in vivo. Le traitement de souris porteuses de tumeurs 

MDA-MB-231 avec un antagoniste des FPR1 (injection intra-péritonéale) entraîne une diminution du 

volume tumoral ainsi que du développement des métastases par rapport aux souris contrôles [169]. 

L’injection intracardiaque de souris athymiques avec des cellules MCF7 qui surexpriment l’ANXA1 

entraîne une augmentation de leur potentiel métastatique associée à une diminution de la survie.  



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 24 : Principales modifications cellulaires de la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM). 

Contrairement aux cellules mésenchymateuses, les cellules épithéliales sont intimement jointes entre 

elles par des structures membranaires spécialisées : les jonctions cellulaires. Elles sont caractérisées 

par une polarité apico-basale et reposent sur une lame basale. Lors de la transition épithélio-

mésenchymateuse (TEM), les cellules épithéliales vont progressivement subir des changements à la 

fois morphologiques, architecturaux et fonctionnels. La première étape est le désassemblage des 

jonctions notamment des jonctions serrées (claudine-1) et adhérentes (E-cadhérine) et la perte de la 

polarité. L’expression des gènes épithéliaux est réprimée alors que celle des gènes mésenchymateux 

est activée. Les cellules vont ensuite réorganiser leur cytosquelette notamment suite à l’activation de 

l’expression de la vimentine et l’apparition de fibres de stress d’actine. Les cellules acquièrent une 

morphologie fibroblastoïde et des capacités migratoires et invasives. Le processus de TEM n’est pas 

toujours total, certaines cellules ne subissent qu’une TEM partielle et conservent une partie de leurs 

caractéristiques épithéliales : on parle dans ce cas de phénotype intermédiaire ou hybride. De plus, le 

mécanisme inverse à la TEM qu’est la transition mésenchymo-épithéliale ou TME permet aux cellules 

de retrouver leur phénotype épithélial. 
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Cependant, l’injection orthotopique de cette même lignée n’induit pas de différence au niveau 

de la croissance tumorale [174]. De plus, l’injection orthotopique de cellules cancéreuses murines 4T1, 

transfectées ou non avec des ARN interférents dirigés contre l’ANXA1, ne montre pas de différence au 

niveau des volumes tumoraux. Par contre, les souris porteuses de tumeurs issues des cellules dont 

l’expression de l’ANXA1 a été diminuée présentent moins de métastases que celles dont les cellules 

tumorales expriment l’ANXA1. L’ANXA1 tumorale semble donc être plutôt impliquée dans la 

dissémination des tumeurs mammaires [175].  

 

2.4.3- Modulation de la transition épithélio-mésenchymateuse  

 

La transition épithélio-mésenchymateuse ou TEM est un processus de trans-différenciation 

cellulaire dynamique et réversible qui permet d’engendrer des cellules de phénotype 

mésenchymateux à partir d’un épithélium structuré. Les cellules épithéliales qui reposent sur une lame 

basale sont étroitement liées entre elles par des jonctions cellulaires hautement spécialisées présentes 

au niveau apical. D’une part les jonctions serrées composées de protéines telles que les claudine-1 et 

les jonctions adhérentes composées principalement d’E-cadhérine d’autre part (Figure 24) [176]. Ces 

caractéristiques offrent aux cellules épithéliales une polarité apico-basale. L’architecture 

mésenchymateuse, quant à elle, s’oppose à l’organisation épithéliale. En effet, les cellules 

mésenchymateuses ne reposent pas sur une lame basale et ne présentent pas de polarisation apico-

basale ni de jonctions cellulaires. De plus, une des particularités des cellules mésenchymateuses est la 

plasticité, qui leur offre des capacités migratoires et invasives. La TEM se traduit donc par des 

changements à la fois architecturaux et fonctionnels. Même s’il existe une certaine variabilité en 

fonction des types cellulaires et du contexte tissulaire, la TEM suit un programme précis et conservé, 

régulé par différents facteurs de transcription tels que Twist, Snail ou encore Zeb [177]. Ce programme 

passe par la perte des protéines jonctionnelles (claudine-1, E-cadhérine) contrebalancée par 

l’augmentation de l’expression de protéines mésenchymateuses comme la N-cadhérine, la 

dépolarisation des cellules épithéliales et l’acquisition de capacités migratoires et invasives. Durant la 

TEM, une réorganisation du cytosquelette d’actine des cellules ainsi qu’un changement de 

composition des filaments intermédiaires qui s’enrichissent en vimentine sont également observés 

[176], [178]. Toutefois, la TEM ne répond pas à la loi du tout ou rien selon laquelle la cellule perd tous 

ses marqueurs épithéliaux et acquiert entièrement un phénotype mésenchymateux. En réalité, les 

cellules vont obtenir progressivement des traits mésenchymateux mais rarement perdre l’intégralité 

de leurs caractéristiques épithéliales préexistantes. Ceci donne lieu à des phénotypes intermédiaires  
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appelés « hybrides » (Figure 24) [179]. Depuis les années 2000, la TEM a été beaucoup étudiée dans 

les cancers au vu de son implication dans l’acquisition par les cellules tumorales d’un phénotype 

agressif et donc dans le développement de métastases [177], [179]. Plusieurs études ont montré que 

l’ANXA1 peut être stimulatrice [118], [137], [138] ou inhibitrice [120], [123] de ce processus en fonction 

des cancers. Des travaux ont permis de mettre en évidence le lien entre l’ANXA1 et la TEM dans le 

cancer du sein. Le TGF (« transforming growth factor  ») est capable de stimuler la signalisation 

SMAD dans les cellules MDA-MB-231 (phosphorylation de SMAD2 et translocation nucléaire de 

SMAD4). Cependant, cette stimulation est atténuée lorsque l’expression de l’ANXA1 est diminuée 

grâce à des ARN interférents. De plus, les tumeurs primaires développées à partir des cellules dont 

l’expression de l’ANXA1 a été réduite possèdent également une réduction de la signalisation 

TGF/SMAD impliquée dans le TEM [175]. L’ANXA1 semble donc être un médiateur des effets du TGF 

sur les cellules cancéreuses TN in vitro et in vivo [175]. De plus, l’expression de l’ANXA1 corrèle 

positivement avec la vimentine et négativement avec la E-cadhérine dans les cellules épithéliales TN 

BT-549 et MDA-MB-231 [158].  

 

L’expression de l’ANXA1 dans le cancer du sein reste controversée. En effet si on regarde les 

cancers du sein en prenant en compte les sous-types histologiques on se rend compte que dans la 

grande majorité des cas l’ANXA1 est sous-exprimée dans les tissus tumoraux par rapport aux tissus 

normaux. Par contre si on compare les sous-types moléculaires entre eux, on remarque une 

surexpression de la protéine dans les tumeurs TN par rapport aux autres sous-types. Ce sous-type étant 

minoritaire, il n’est pas étonnant que sa forte expression de l’ANXA1 soit masquée lorsqu’on regarde 

les cancers du sein en globalité. Une controverse est également présente en ce qui concerne 

l’implication de l’ANXA1 dans la prolifération cellulaire. En effet, l’ANXA1 est capable d’inhiber et de 

stimuler ce processus. L’effet prolifératif est associé à la présence extracellulaire de la protéine et à 

son interaction avec les récepteurs de la famille des FPR. Ceci laisse donc penser que l’ANXA1 

intracellulaire pourrait être quant à elle plutôt responsable d’une activité antiproliférative basale de la 

protéine. L’ajout de signaux mitogènes permet de stimuler l’externalisation de l’ANXA1 à la membrane 

et ainsi favoriser son action proliférative. De plus, l’ANXA1 est également capable de stimuler les 

processus de migration et d’invasion. L’ensemble de ces données encourage donc l’analyse plus 

poussée de l’ANXA1 dans les cancers du sein, notamment pour le sous-type TN, associé à un mauvais 

pronostic et à une absence de thérapie ciblée. Il serait également intéressant de mieux comprendre 

l’implication de l’ANXA1 intracellulaire et extracellulaire dans la progression tumorale.  
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Figure 25 : Étapes de la croissance tumorale du mélanome. Le mélanome se développe à partir des 

mélanocytes de la peau située au niveau de la couche basale de l’épiderme. Le nævus, plus 

communément appelé grain de beauté, est en grande majorité bénin mais peut dégénérer en tumeur. 

Le mélanome possède deux stades de croissance. La croissance horizontale se définit par le 

développement des cellules cancéreuses au niveau de l’épiderme (mélanome in situ). La croissance 

verticale correspond quant à elle au développement des cellules en direction du derme et est associée 

à une rupture de la membrane basale et au passage à un phénotype invasif. Les cellules tumorales 

peuvent ensuite gagner les circulations sanguine et lymphatique afin de former des métastases locales 

(ganglionnaires ou cutanées) ou distantes au niveau d’autres organes. On parle alors de mélanomes 

métastatiques. 

Adapté de Qendro et al, 2014 [182] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 26 : Les différents types de mélanome. Il existe quatre grands types de mélanome. (A) Le 

mélanome de type superficiel extensif est le plus répandu. Il présente une évolution lente et est associé 

à l’accumulation de coups de soleil. (B) Le mélanome nodulaire est quant à lui le plus agressif puisqu’il 

possède une croissance verticale très rapide. (C) Le mélanome de Dubreuilh, également appelé lentigo, 

touche majoritairement des sujets âgés et apparaît au niveau des zones cutanées exposées au soleil. 

(D) Le mélanome acral-lentigineux se retrouve au niveau des extrémités comme par exemple les mains 

ou encore les pieds. 

 

D’après Basset-Seguin & Beylot-Barry, 2020 [186] 
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3- Dérégulation de l’ANXA1 dans le mélanome 

 

3.1- Épidémiologie et développement du mélanome  

 

Le mélanome est une tumeur maligne qui se développe à partir des mélanocytes. Ces cellules 

sont localisées au niveau de la couche basale de l’épiderme et sont capables de produire le pigment 

donnant sa couleur à la peau : la mélanine. Le mélanome est la forme la plus rare mais la plus 

meurtrière des cancers de la peau (environ 4 à 10% des cancers de la peau et 80% des décès) [180], 

[181]. En 2018, environ 14 600 nouveaux cas de mélanome et 2 249 décès ont été recensés en France. 

De plus, l’incidence de ce type de cancer ne cesse d’augmenter [140]. Dans la grande majorité des cas, 

le mélanome se développe à partir d’une peau saine et dans 20% des cas, à partir d’un grain de beauté 

ou nævus déjà présent [180].  

Les mélanocytes tumoraux vont suivre deux phases de croissance : la croissance horizontale et 

la croissance verticale. La phase horizontale correspond au développement des cellules au sein de 

l’épiderme. La croissance verticale, quant à elle, est définie par la progression de la tumeur en 

profondeur, qui franchit la lame basale et atteint le derme. On passe alors d’une tumeur dite in situ 

associée à un faible risque métastatique à une tumeur invasive. Les cellules tumorales vont alors 

pouvoir atteindre les circulations sanguine et lymphatique afin de former des métastases locales 

(ganglionnaires/cutanées) ou distantes au niveau d’autres organes comme les poumons par exemple 

(Figure 25) [182]. Au stade localisé, la survie relative à 5 ans est de 98%, elle chute à 62% avec la 

présence d’extensions loco-régionnales et à 15% au stade métastatique. On comprend donc bien la 

nécessité de pouvoir réaliser des diagnostics précoces. En effet, s’il est détecté assez tôt, le mélanome 

est de bon pronostic et l’exérèse chirurgicale est préconisée [180], [183]. 

 Il existe quatre grands types de mélanome. Le mélanome superficiel extensif est le plus 

répandu (60 à 70% des cas). Son évolution est assez lente et il est lié à l’accumulation de coups de 

soleil. Son évolution s’accélère après les 5 premières années. Le mélanome de Dubreuilh ou lentigo, 

représente 5 à 15% des cas. Il touche principalement des sujets âgés et apparaît au niveau des zones 

exposées au soleil. Le mélanome nodulaire (5 à 20% des cas) est le plus agressif puisqu’il possède une 

croissance très rapide en phase verticale. Pour finir, le mélanome acral-lentigineux également appelé 

mélanome des extrémités se présente comme son nom l’indique au niveau des mains, des pieds ou 

des ongles (<5% des cas) (Figure 26) [180], [184]–[186].  
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3.2- Les traitements du mélanome  

 

 Les approches thérapeutiques pour le mélanome sont diverses : exérèse chirurgicale, 

chimiothérapie (dacarbazine), thérapies ciblés (inhibiteur BRAF, MEK…), radiothérapie ou encore 

immunothérapie (anti-CTLA4, anti-PD1). Si pour les stades les plus précoces l’exérèse chirurgicale est 

recommandée, la prise en charge des stades plus avancés du mélanome et notamment du mélanome 

métastatique est plus complexe. La chirurgie doit donc être associée avec une radiothérapie ou 

chimiothérapie adjuvante [181]. La chimiothérapie seule reste peu efficace puisque seulement 15% 

des patients porteurs de tumeurs métastatiques sont répondeurs. Les thérapies ciblées sont mises en 

échec par des mécanismes de résistance et par l’apparition d’effets secondaires [187]. De plus, les 

mélanomes sont considérés comme des tumeurs relativement résistantes à la radiothérapie [181]. 

Cette radiorésistance peut être expliquée par différents mécanismes. Les irradiations induisent des 

dommages de l’ADN, notamment des cassures double-brins. En réponse à ces dommages, la protéine 

p53, impliquée dans la protection du génome, va être activée et va coordonner l’arrêt du cycle 

cellulaire ainsi que l’apoptose des cellules irradiées. Cette protéine joue donc un rôle clé dans la 

radiosensibilité et est mutée dans la moitié des tumeurs [188]. Même si p53 ne présente pas de 

mutation dans 80 à 95% des mélanomes, son action est fortement limitée par ses inhibiteurs comme 

par exemple la protéine MDMX (« murine double minute X ») qui est surexprimée dans environ 68% 

des mélanomes. Cette atténuation de p53 est nécessaire au développement tumoral et peut 

également favoriser la radiorésistance [189]. La mélanine crée également une barrière radioprotective 

vis-à-vis des irradiations notamment en piégeant les électrons et les radicaux libres générés par la 

radiolyse de l’eau [190]. 

L’arrivée des immunothérapies a permis d’améliorer la survie des patients présentant des 

mélanomes métastatiques. Les anticorps anti-CTLA4 (« cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 ») 

tels que l’ipilimumab et anti-PD1 comme le nivolumab ou encore le prembrolizumab ont montré leur 

bénéfice dans le traitement du mélanome métastatique. La glycoprotéine CTLA4 est présente à la 

surface des LT. Lorsqu’elle se lie aux protéines CD80/86 présentes sur les cellules présentatrices 

d’antigènes, ceci inhibe l’activation des LT (Figure 21). Une étude de phase 3 a permis de mettre en 

évidence l’efficacité de la combinaison de l’ipilimumab et de la dacarbazine par rapport à la 

dacarbazine seule. La médiane de survie globale était de 11,2 mois chez les patients ayant reçu la 

combinaison thérapeutique contre 9,1 mois chez ceux traités avec la dacarbazine seule [191]. Le taux 

de survie à 5 ans était également plus élevé chez les patients recevant l’ipilimumab combiné à la 

dacarbazine (18% vs. 8,8%) [192]. Pour les anti-PD1, une étude de phase 3 (CHECKMATE-066) a permis 

de montrer chez des patients présentant des mélanomes métastatiques non mutés pour le gène BRAF,  
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le bénéfice du traitement avec le nivolumab par rapport à la dacarbazine. En effet, le taux de survie 

global des patients traités avec le nivolumab était de 72,9% contre 42,1% pour ceux traités avec la 

chimiothérapie, et la médiane de survie sans progression est plus longue suite au traitement avec le 

nivolumab (5,1 mois vs. 2,2 mois) [193]. Le pembrolizumab possède quant à lui une efficacité 

thérapeutique supérieure à l’ipilimumab. En effet, la médiane de survie globale était de 32,7 mois chez 

les patients recevant le pembrolizumab contre 15,9 mois pour l’ipilimumab et la médiane de survie 

sans progression était respectivement de 8,4 mois et 3,4 mois (étude KEYNOTE-006) [194]. Malgré leur 

efficacité, ces thérapies visant à restaurer la réponse immunitaire sont associées à des effets 

secondaires auto-immuns. Le plus commun est le développement d’éruptions cutanées au niveau du 

tronc et des extrémités [187].  

 

A l’heure actuelle, plusieurs possibilités thérapeutiques sont disponibles pour le traitement du 

mélanome. Malheureusement, l’utilisation de ces thérapies est limitée par le développement d’effets 

secondaires, de résistance aux traitements ou encore de l’existence de patients non répondeurs. 

Malgré d’importants progrès, le mélanome métastatique reste associé à un pronostic défavorable. Il 

est donc important d’identifier de nouveaux biomarqueurs à la fois diagnostiques, afin de pouvoir 

détecter les lésions de façon précoce, et également thérapeutiques. L’ANXA1 est une protéine 

d’intérêt dans de nombreux cancers au vu de sa dérégulation et de son implication dans le 

développement et l’agressivité tumorale. Plusieurs études, majoritairement réalisées par le 

laboratoire, ont donc visé à évaluer l’implication de l’ANXA1 dans le mélanome, notamment les formes 

agressives.  

  

3.3- Implication de l’ANXA1 dans l’agressivité du mélanome  

 

La présence de l’ANXA1 au niveau des cellules de mélanome a été pour la première fois mise en 

évidence en 1993 par Hall et ses collaborateurs dans la lignée A375 dérivant d’un mélanome malin 

[195]. Plus récemment, des études ont permis de mettre en avant une surexpression de l’ANXA1 dans 

les lignées cellulaires tumorales par rapport aux mélanocytes [196], [197]. Une analyse sur 61 biopsies 

de tumeurs primaires a permis de montrer par immunohistochimie la présence d’ANXA1 au niveau des 

mélanocytes tumoraux. De plus, l’augmentation de l’expression de cette protéine dans les tumeurs 

primaires est associée à une diminution de la survie sans métastases supposant ainsi une implication 

de l’ANXA1 dans l’agressivité tumorale [196]. Cette hypothèse est soutenue par des études réalisées à  
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l’aide de lignées cellulaires plus ou moins agressives in vitro et in vivo. Les cellules humaines SK-MEL-5 

peu invasives, A2058 moyennement invasives et A375 très invasives présentent respectivement un 

niveau nul, intermédiaire et fort d’ANXA1 [198]. De plus, la lignée murine B16Bl6 capable de former 

des métastases in vivo exprime plus d’ANXA1 que la lignée B16F10 non métastatique dont elle dérive, 

in vitro et in vivo [199].  

La transfection de cellules tumorales humaines [198] et murines [199] avec des ARN interférents 

ciblant l’ANXA1 permet de diminuer son expression et ainsi de diminuer les capacités invasives des 

cellules in vitro. Une étude in vivo réalisée sur des souris C57Bl6 porteuses d’une tumeur sous-cutanée 

B16Bl6 a permis de confirmer l’influence de l’ANXA1 tumorale sur l’invasion in vivo. En effet, l’injection 

intra-tumorale des ARN interférents dirigés contre l’ANXA1 entraîne une diminution de la formation 

de métastases pulmonaires [196]. L’ANXA1 tumorale est donc bien impliquée dans l’invasion in vitro 

et in vivo. Plusieurs données laissent également penser que l’ANXA1 sous sa forme extracellulaire 

pourrait être stimulatrice de l’invasion via son action déjà décrite dans d’autres cancers sur les 

récepteurs FPR. Effectivement, le traitement des cellules humaines M3Dau, A375 et WM1552c avec le 

peptide Ac2-26 ou l’agoniste des récepteurs FPR : fMLP (N-formyl-L-methionyl-L-leucyl-phenylalanine) 

permet d’augmenter significativement leur invasion. Cependant cet effet stimulateur est abrogé lors 

de l’ajout de l’antagoniste des récepteurs FPR1 et FPR2 : tBoc (tert-butoxycarbonyle) [196]. L’invasion 

des cellules murines B16Bl6 est également stimulée par fMLP et inhibée par tBoc. D’autres données 

suggèrent également une action plutôt extracellulaire de l’ANXA1 tumorale sur l’invasion.   

Dans un premier temps la présence des récepteurs FPR a été relatée au niveau des mélanomes. 

Une analyse immunohistochimique des récepteurs FPR1 et FPR2 au niveau de nævus bénin et de 

mélanomes malins et métastatiques a montré une tendance des mélanomes à présenter plus de 

marquage par rapport à la forme bénigne. De plus la surexpression des FPR au niveau des mélanomes 

primitifs corrèle avec le caractère agressif des tumeurs et une survie plus péjorative [200]. Une étude 

récente a également mis en lumière l’importance de la localisation de l’ANXA1 dans l’agressivité 

tumorale. En effet, la localisation membranaire (et nucléaire) de l’ANXA1 dans les mélanomes fins 

(épaisseur ≤ 1,0 mm) de bon pronostic (seul 2% ont des métastases), est associée à une augmentation 

de l’apparition des métastases [201]. Boudhraa et ses collaborateurs ont montré qu’à la manière de 

l’ANXA1, les récepteurs FPR1 et FPR2 sont plus exprimés dans les lignées de mélanome par rapport 

aux mélanocytes. En plus de la présence de ces récepteurs, l’ANXA1 extracellulaire a également été 

mise en évidence au niveau du mélanome. Certaines lignées cellulaires sont capables de sécréter de 

l’ANXA1. C’est particulièrement le cas de la lignée A375 [196]. Cette dernière présente également de 

l’ANXA1 au niveau de sa membrane externe. Comme pour le cancer du sein, l’ANXA1 extracellulaire 

est présente à la fois sous sa forme totale et clivée (clivage supposé en Ser28 par une sérine protéase).  



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 27 : Effet de l’annexine A1 sur l’invasion du mélanome. L’ANXA1 extracellulaire est capable de 

moduler positivement l’invasion par différents mécanismes par le biais de sa liaison aux récepteurs 

FPR. Elle stimule l’invasion en activant les voies de signalisation de type MAPK et STAT3 capables 

d’augmenter l’activation de la métalloprotéase MMP2. Cette dernière est impliquée dans la 

dégradation des matrices extracellulaires, étape importante pour l’invasion. L’ANXA1 est également 

capable de réguler négativement la E-cadhérine, protéine présente au niveau des jonctions cellulaires 

qui s’oppose donc au processus invasif.  
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La forme tronquée de la protéine corrèle positivement avec le nombre de cellules invasives [202]. De 

façon globale le système d’externalisation de l’ANXA1 n’est pas bien compris que ce soit dans le cadre 

de l’immunité ou de la cancérologie. Cependant une étude de 2012 permet de penser qu’une 

externalisation par le biais des exosomes (petites vésicules membranaires) pourrait être plausible. La 

lignée A375 sécrète par exemple plus d’exosomes que les mélanocytes, et ces derniers sont enrichis 

en ANXA1 [203].  

L’action de l’ANXA1 sur l’invasion cellulaire peut s’expliquer par son influence positive sur la TEM 

et sur la régulation de l’activité de la métalloprotéase MMP2 impliquée dans la dégradation des 

matrices, étape indispensable à l’invasion. Par exemple, l’expression de l’ANXA1 dans différentes 

lignées de mélanome corrèle négativement avec l’expression de l’E-cadhérine (protéine impliquée 

dans les jonctions cellulaires) et l’ANXA1 est capable d’inhiber l’activité de son promoteur [198]. Par 

ailleurs, les agonistes FPR comme les peptides Ac2-26 et fMLP sont capables de stimuler l’activité 

MMP2 dans plusieurs lignées cellulaires de mélanome (dont les A375) contrairement à l’antagoniste 

tBoc [196]. Cet effet stimulateur passe par les signalisations cellulaires MAPK et STAT3 (« Signal 

transducer and activator of transcription 3 ») (Figure 27) [202]. 

 

De façon générale, même si le nombre d’études sur l’ANXA1 et le mélanome est bien plus faible que 

pour le cancer du sein par exemple, l’implication de cette protéine (notamment sa forme 

extracellulaire) dans l’agressivité tumorale et notamment dans le processus d’invasion est claire. 

Cependant des études supplémentaires in vitro et in vivo sont nécessaires afin de mieux comprendre 

l’implication de l’ANXA1 dans d’autres processus tels que la prolifération et la migration cellulaire par 

exemple et également l’influence de la localisation.  
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Le microenvironnement tumoral (MET), également appelé stroma, correspond à l’environnement dans 

lequel évoluent les cellules cancéreuses. Il se compose de différentes structures comme les vaisseaux 

sanguins et la matrice extracellulaire, mais également de différents types cellulaires (cellules 

stromales) comme les cellules immunitaires, les cellules endothéliales ou encore les fibroblastes. C’est 

une entité dynamique dont la composition évolue au fur et à mesure de la tumorigenèse [204]. En 

effet, le MET est un acteur crucial au sein des tumeurs puisqu’il est capable d’agir à la fois sur leur 

développement (initiation, survie, croissance) et sur leur progression/dissémination (migration, 

invasion, métastases) [204], [205]. Si pendant de nombreuses années la plupart des travaux en 

oncologie ont portés sur les cellules cancéreuses, depuis les années 2000, le nombre d’études 

concernant le MET a augmenté de façon exponentielle. Cette augmentation peut s’expliquer par 

l’intérêt croissant du rôle du ciblage de ce microenvironnement dans le développement de nouvelles 

thérapies, particulièrement le microenvironnement immunitaire (Figure 17). Cette partie va dans un 

premier temps être consacrée aux composantes du microenvironnement tumoral notamment le 

système immunitaire et vasculaire. Puis elle traitera dans un second temps du rôle de l’ANXA1 dans la 

modulation de ce microenvironnement.  

 

1- Principales composantes du microenvironnement tumoral 

 

1.1- Le système immunitaire tumoral : concept de l’immunoédition 

 

En 1909, Paul Ehrlich est l’un des premiers à concevoir l’idée que le système immunitaire est 

capable de prévenir l’évolution d’une cellule néoplasique en tumeur [206], [207]. Une cinquantaine 

d’années plus tard, Burnet et Thomas suggèrent que le système immunitaire est capable de 

reconnaitre les tumeurs grâce à des antigènes tumoraux (voir ci-après) et ainsi de les éliminer [208], 

[209]. C’est en 1970 que la théorie de l’immunosurveillance est réellement formulée par Burnet [210]. 

Cependant, plusieurs études ont échoué à prouver ce concept dans des modèles animaux, menant 

ainsi à son abandon à la fin des années 1970. Ce n’est que dans les années 1990 que l’intérêt pour  

PARTIE 3 : IMPLICATION DE L’ANNEXINE A1 DANS 
LA MODULATION DU MICROENVIRONNEMENT 

TUMORAL 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 28 : Les trois phases « E » de l’immunoédition. L’immunoédition se divise en trois grandes 

phases. (A) L’élimination correspond à l’immunosurveillance pendant laquelle les cellules 

immunitaires cytotoxiques NK (immunité innée) et lymphocyte T CD8+ (immunité adaptative) vont 

tuer les cellules tumorales (bleues). L’activation de l’immunité adaptative est possible grâce à la 

présence de néo-antigènes au niveau des cellules tumorales. Ces néo-antigènes permettent d’activer 

les lymphocytes CD8+ grâce à leur interaction avec les cellules présentatrices d’antigène : les cellules 

dendritiques. (B) L’équilibre représente le processus lors duquel le système immunitaire va 

sélectionner des variants tumoraux résistants (rouge) capables de survivre à la réponse cytotoxique. 

De plus, de nouvelles cellules tumorales encore plus résistantes émergent (orange) suite à 

l’immunosélection. Pendant cette phase, le système immunitaire maintient une pression qui permet 

de contenir la tumeur sans la détruire. (C) L’échappement correspond au développement incontrôlé 

des différents variants tumoraux et au développement d’un environnement immunosuppressif, c’est 

l’immunosubversion. Les cellules normales sont représentées en gris. Les « flash » blancs représentent 

l’activité cytotoxique (libération de perforine et de granzyme). 

Inspiré de Dunn et al, 2002 [213] 
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l’immunosurveillance est réapparu. En effet, l’évolution des modèles animaux et des connaissances 

sur le système immunitaire a permis de mettre en évidence l’effet protecteur de l’interféron gamma 

(IFN) et de la perforine vis-à-vis du développement tumoral. Cette cytokine et cette protéine 

cytolytique sont produites par les lymphocytes de type CD8+ et NK et sont impliquées dans leur activité 

cytotoxique. Plusieurs études réalisées chez l’homme ont également permis de montrer que les 

individus immunodéficients présentent un risque plus élevé de développer un cancer par rapport aux 

individus immunocompétents [211]–[213]. Cependant, l’immunocompétence n’empêchant pas le 

développement de tumeur, le concept d’immunosurveillance ne résume donc pas entièrement 

l’activité du système immunitaire vis-à-vis des cellules tumorales. Ce dernier présente un rôle double 

dans le développement et la progression des cancers puisqu’il peut à la fois limiter et stimuler ces 

processus. En 2002, Dunn et ses collaborateurs ont donc introduit la notion d’immunoédition. Ce 

processus se divise en trois grandes phases (les trois « E ») : l’élimination, l’équilibre et l’échappement 

(Figure 28) [213].  

Durant la phase d’élimination, les lymphocytes CD8+ et NK tuent la majorité des cellules 

cancéreuses. On parle bien ici d’immunosurveillance. L’activation de la réponse adaptative (LT CD8+) 

passe par la reconnaissance d’antigènes tumoraux. Ces antigènes peuvent être classés en fonction de 

leur profil d’expression tissulaire, de leur origine génomique ou encore de leur statut mutationnel. De 

façon générale, on distingue deux grands types d’antigènes tumoraux les AAT (antigènes associés aux 

tumeurs) et les AST (antigènes spécifiques des tumeurs) également appelé néo-antigènes [214]. Parmi 

les AAT on retrouve les antigènes de différenciation (tissu spécifique) et les antigènes dérivés de gènes 

surexprimés dans les tumeurs. Dans ces deux cas, les antigènes sont à la fois présents au niveau des 

cellules tumorales et des cellules normales ce qui favorise le phénomène de tolérance. A l’inverse les 

néo-antigènes sont spécifiquement exprimés au niveau des cellules tumorales et sont donc plus 

immunogènes. C’est le cas des antigènes dérivés de protéines virales, de mutations géniques ou encore 

de gènes normalement exprimés dans les cellules germinales et qui sont exprimés de façon aberrante 

dans les cellules cancéreuses [214]–[216] (Figure 29).  

Lors de la seconde phase, un équilibre s’installe entre les cellules immunitaires et certaines 

cellules tumorales non immunogéniques. On parle ici, d’immunosélection puisqu’il va y avoir une 

sélection de variants résistants, qui finissent par mourir alors que d’autres apparaissent avec des 

capacités de résistance plus importantes. Au cours de cette phase, le système immunitaire maintient 

une pression qui permet de contenir la tumeur sans la détruire, cette phase est la plus longue et peut 

durer plusieurs années [211]–[213], [217].  
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Figure 29 : Les différents types d’antigènes tumoraux. Les antigènes tumoraux peuvent être classés 

en deux grands groupes, les antigènes spécifiques de tumeurs (AST) et les antigènes associés aux 

tumeurs (AAT). Les AST comprennent les antigènes issus de virus, de mutations géniques, et 

d’expression aberrante de gènes normalement restreinte aux cellules germinales. Ces antigènes sont 

exprimés exclusivement par les cellules tumorales et ne seront présentés aux lymphocytes (via CMH) 

que dans ces conditions. Dans le cadre des AAT, les antigènes sont exprimés à la fois par les cellules 

tumorales et les cellules saines favorisant ainsi le phénomène de tolérance immunologique. Parmi les 

AAT on retrouve les antigènes de différenciation, qui correspondent à des antigènes possédant une 

expression tissu-spécifique, ainsi que les antigènes issus de protéines surexprimées en condition 

tumorale.   

Adapté de Vigneron, 2015 [215] 
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Figure 30 : Activité anti-tumorale des cellules NK. (A) Les cellules normales expriment à leur surface 

le complexe majeur d’histocompatibilité de classe I (CMH I) capable de se lier aux récepteurs de type 

inhibiteurs présents à la surface des cellules NK. Ceci permet d’instaurer une tolérance des NK vis-à-

vis des cellules normales. (B) Les cellules tumorales sous-régulent le CMH I et sur-régulent les ligands 

des récepteurs activateurs des NK. Ceci permet donc d’activer les NK qui vont tuer les cellules 

tumorales grâce à leurs propriétés cytotoxiques.      

Adapté de Paul et al, 2017 [220] 
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Finalement, les cellules cancéreuses résistantes se développent de façon incontrôlée et 

prennent le dessus sur les cellules immunitaires lors de la phase d’échappement. Elles vont également 

favoriser la mise en place d’un environnement immunosuppressif/immunotolérant en stimulant les 

cellules immunitaires pro-tumorales tout en inhibant les cellules anti-tumorales (cytotoxiques). On 

parle ici d’immunosubversion [211]–[213]. Ce processus est rendu possible grâce à des contacts 

directs entre les cellules tumorales et les cellules immunitaires qui passent par la formation de 

complexes ligands/récepteurs, et à la sécrétion de diverses cytokines (interleukines, chimiokines…). 

Ces dernières interviennent dans la communication intercellulaire et sont capables d’agir à distance. 

Elles sont donc particulièrement impliquées dans le recrutement des cellules immunitaires au niveau 

du site tumoral.  

 Ces trois phases participent donc à la mise en place d’un microenvironnement favorable au 

développement tumoral, et impliquent différentes cellules immunitaires qui agissent avec ou contre 

la tumeur et sont également capables d’interagir entre elles. 

 

1.1.1- Les cellules lymphocytaires 

 

1.1.1.1- Les lymphocytes effecteurs : anti-tumoraux 

 

Les lymphocytes effecteurs correspondent aux LT cytotoxiques CD8+ (immunité adaptative) et 

aux cellules NK (immunité innée) qui sont associés à une activité anti-tumorale (phase d’élimination). 

Contrairement aux cellules CD8+, les NK ne nécessitent pas d’exposition préalable avec un antigène 

afin d’obtenir des propriétés cytotoxiques, et sont donc capables de déclencher une réponse plus 

rapidement que les lymphocytes CD8+ [218]. En effet, ces derniers nécessitent l’activation par une 

CPAg telles que les cellules dendritiques, dans les ganglions lymphatiques, afin d’être activés et de 

migrer au niveau du site tumoral. L’activité cytotoxique des NK est quant à elle régulée par la présence 

de récepteurs activateurs comme NKp46 (« natural killer cell P46-related protein ») et NKG2D (« killer 

cell lectin-like receptor K1 ») et inhibiteurs tel que Ly49 (« killer cell lectin-like receptor A1 ») [219]. Les 

cellules normales expriment à leur surface le complexe majeur d’histocompatibilité de classe I (CMH I) 

qui agit comme ligand des récepteurs inhibiteurs des NK et induit ainsi une tolérance. Les cellules 

anormales comme les cellules tumorales ont quant à elle tendance à perdre le CMH I et à sur-réguler 

des ligands des récepteurs activateurs. Les cellules tumorales sont donc capables d’activer les cellules 

NK (Figure 30) [220]. 
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Figure 31 : Mécanismes d’échappement des cellules tumorales aux cellules cytotoxiques. Les cellules 

cancéreuses sont capables d’inhiber la réponse immunitaire anti-tumorale des cellules lymphocytaires 

de types NK et CD8+ par divers mécanismes. Elles régulent les récepteurs des cellules NK en favorisant 

les récepteurs inhibiteurs et en inhibant les activateurs. Elles vont également sous-réguler l’expression 

des ligands activateurs. Les cellules tumorales inhibent également l’activation des lymphocytes CD8+ 

en exprimant les ligands des récepteurs inhibiteurs CTLA4 et PD1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Introduction Bibliographique 

 48 

 
 

Une fois activées, les cellules cytotoxiques s’attaquent aux cellules tumorales en libérant le 

contenu de leurs granules. La perforine crée des pores dans les cellules qui vont permettre l’entrée 

des sérine protéases de type granzyme. Ces enzymes vont activer les caspases et ainsi induire 

l’apoptose des cellules tumorales. Les cellules cytotoxiques sont également capables de sécréter des 

cytokines anti-tumorales notamment l’IFN [220]. Les LT CD8+ et les NK sont associés à de bons 

pronostics dans divers types de tumeurs solides [218]. On distingue d’ailleurs les tumeurs solides dites 

« froides » et « chaudes » liées respectivement à un faible et à un fort infiltrat lymphocytaire. Les 

tumeurs froides sont très immunosuppressives et sont associées à un mauvais pronostic par rapport 

aux tumeurs chaudes [211], [218].  

Cependant, les cellules tumorales cherchent à inhiber la réponse immunitaire cytotoxique. 

Elles sont par exemple capables de réguler le répertoire de récepteurs des cellules NK en favorisant les 

récepteurs inhibiteurs [218]. Elles sont également capables de limiter leur expression de ligands des 

récepteurs activateurs des NK [205], [218]. De plus, les cellules tumorales expriment les ligands des 

récepteurs inhibiteurs des LT CD8+ tels que PDL1 (ligand PD1) ou encore CD80 (ligand CTLA4). Elles 

peuvent ainsi inhiber l’activation des lymphocytes [221] (Figure 31). L’activité des lymphocytes 

effecteurs est également régulée négativement par les autres cellules immunitaires du 

microenvironnement qui favorisent le développement et la progression tumorale notamment les 

lymphocytes T régulateurs.  

  

1.1.1.2- Les lymphocytes régulateurs : pro-tumoraux 

 

Les lymphocytes T régulateurs (Treg) représentent un sous-ensemble des cellules CD4+. Ce 

sont des cellules immunosuppressives qui permettent de prévenir la mise en place d’une inflammation 

pathologique. Dans beaucoup de tumeurs, la présence importante de Treg est corrélée négativement 

avec la survie puisque ces cellules sont impliquées dans la modulation négative de la réponse 

immunitaire anti-tumorale [222].  

Les Treg limitent les fonctions des lymphocytes cytotoxiques (CD8+ et NK) en sécrétant des 

facteurs inhibiteurs tels que le TGF-et les interleukinesIL-10 et IL-35 par exemple. Ceci permet de 

limiter à la fois leur prolifération et leur activité (cytotoxicité et production de cytokines) et favorise 

donc la progression tumorale. L’activation des LT CD8+ passe par l’interaction de leur TCR avec une 

molécule de CMH porteuse d’un peptide antigénique exposée à la surface des CPAg, notamment les 

CD. Cette activation nécessite également des signaux de co-stimulation notamment les protéines CD80 

et CD86 également exposées à la surface des CD. Dans ce contexte, CD80 et CD86 vont interagir avec  
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Figure 32 : Inhibition de la réponse immunitaire anti-tumorale par les lymphocytes T CD4+ 

régulateurs (Treg). Contrairement aux lymphocytes effecteurs (eff) tels que les lymphocytes T CD8+ 

ou les NK, les lymphocytes régulateurs (Treg) sont associés à une activité pro-tumorale. Ils sont 

notamment capables par l’intermédiaire de la sécrétion de différents facteurs tels que le TGF 

d’inhiber la prolifération et l’activité des cellules effectrices. De plus, les Treg inhibent également 

indirectement les lymphocytes CD8+ cytotoxiques en interagissant avec les signaux de co-stimulation 

(CD80/CD86) des cellules présentatrices d’antigènes, limitant ainsi leur interaction avec le récepteur 

stimulateur CD28 des lymphocytes CD8+.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 33 : Neutrophiles circulants pro- et anti-tumoraux. Dans un contexte tumoral, lors de la 

séparation des constituants sanguins, deux populations de neutrophiles sont identifiées. Les 

neutrophiles normaux sont retrouvés dans la fraction des granulocytes. Ils sont associés à une activité 

anti-tumorale et sont stimulés par l’IFN. On retrouve une seconde population de neutrophiles de plus 

faible densité au niveau de la fraction des PBMC qui contient notamment les lymphocytes. Ces cellules 

sont associées, contrairement aux neutrophiles normaux, à une activité pro-tumorale. Le TGF favorise 

ce type de neutrophiles à l’inverse de l’IFN. 
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le récepteur stimulateur CD28 et favoriser l’activation des lymphocytes contrairement à leur 

interaction avec le récepteur lymphocytaire inhibiteur CTLA4 [223]. Les Treg expriment les récepteurs 

CTLA4 qui peuvent entrer en compétitions avec CD28 grâce à leur affinité supérieure pour CD80/CD86. 

Ils sont donc capables de limiter indirectement l’activation des LT CD8+ en séquestrant les signaux de 

co-stimulation des CPAg [211] (Figure 32).  

Le recrutement des Treg au niveau des tumeurs se fait par l’intermédiaire de chimiokines 

comme CCL22 et CCL28 (« C-C motif chemokine ligand 22, 28 ») exprimées notamment par les cellules 

tumorales. Chez l’homme, un ratio Treg/Teff (LT effecteurs, CD8+) élevé est associé à un pronostic 

défavorable dans de nombreux cancers [211]. Contrairement aux LT CD8+, les Treg sont impliqués dans 

la phase d’échappement de l’immuno-édition comme les autres types cellulaires immunosuppressifs.   

 

1.1.2- Les neutrophiles 

 

Les neutrophiles font partie des cellules de l’immunité innée et sont des acteurs clés de la 

réponse inflammatoire [224], [225]. Contrairement aux lymphocytes pour lesquels le rôle au niveau 

tumoral est bien décrit, des données plus controversées existent en ce qui concerne les neutrophiles. 

En effet, ils sont à la fois associés à des propriétés pro- et anti-tumorales. Ils peuvent agir au niveau du 

compartiment sanguin sous leur forme circulante et sont également capable d’infiltrer les tumeurs.  

 

Au niveau circulatoire, le ratio neutrophile/lymphocyte présente une valeur pronostique. En 

effet, l’augmentation de ce dernier est associée à un pronostic défavorable (survie plus faible des 

patients) quel que soit le type de cancer analysé [224], [225]. Ceci souligne donc un rôle pro-tumoral 

de ces cellules circulantes. En réalité, on peut distinguer différents sous-types de neutrophiles dans un 

contexte tumoral. Suite à une purification des cellules sanguines (Ficoll), les neutrophiles normaux 

(anti-tumoraux) sont retrouvés au niveau de la fraction granulocytaire de forte densité alors que les 

neutrophiles immunosuppressifs (pro-tumoraux) également appelé G-MDSC (« granulocyte-like 

myeloid derived suppressor cells ») sont retrouvés dans la fraction de faible densité correspondant aux 

PBMC (« peripheral blood mononuclear cells ») [224]. Le TGF- favorise l’acquisition d’un phénotype 

pro-tumoral à l’inverse de l’interféron (IFN)(Figure 33)[225]–[227]. Les neutrophiles circulants 

pro-tumoraux sont capables de supprimer la prolifération et l’activation des cellules T CD8+. Cette 

suppression implique la sécrétion de molécules telles que les ROS (espèces oxygénées réactives) et 

l’arginase-1 (Arg-1) qui vont induire un arrêt du cycle cellulaire. De plus, ils sont capables de favoriser  



  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 34 : Activité pro-tumorale des neutrophiles associés aux tumeurs (TAN). Les neutrophiles sont 

recrutés au niveau du site tumoral par l’intermédiaire d’un gradient de cytokines issus des cellules 

tumorales mais également d’autres cellules du microenvironnement. Une fois au niveau du site 

tumoral, les TAN vont stimuler la prolifération, la migration/invasion mais également la TEM des 

cellules tumorales. Ceci en libérant des facteurs tels que l’élastase, la métalloprotéase MMP9 par 

l’intermédiaire ou non de « pièges extracellulaires ». Ces pièges sont constitués de fragments d’ADN 

décondensés ainsi que de protéines. Les TAN vont également stimuler l’angiogenèse en sécrétant du 

VEGF. De plus, ils sont capables d’inhiber la prolifération et l’activité des cellules cytotoxiques CD8+. 

L’ensemble de ces fonctions font des TAN des cellules immunosuppressives pro-tumorales. 
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la formation de métastases en facilitant l’extravasation des cellules cancéreuses circulantes [224], 

[226]. 

 

Les neutrophiles peuvent également être recrutés au niveau du site tumoral, on parle alors de 

neutrophiles associés aux tumeurs ou TAN. Ce recrutement fait appel à la formation de gradients 

chimiotactiques de chimiokines telles que l’IL-8 (ou CXCL8) ou encore IL-17. Ces dernières sont 

produites à la fois par les cellules tumorales et par les cellules du microenvironnement (cellules 

immunitaires, cellules endothéliales, fibroblastes…) [225]. En fonction des types de cancer, l’infiltration 

des TAN peut être associée à un bon ou un mauvais pronostic [224], [227]. En effet les TAN peuvent à 

la fois être pro- et anti-tumoraux. Cependant, dans la majorité des tumeurs, la présence des TAN est 

corrélée à un pronostic défavorable [226]. 

Les TAN sont capables de libérer des pièges extracellulaires (NET, « neutrophil extracellular 

traps ») constitués de fragments d’ADN décondensé recouverts de différentes protéines dont NE et 

MMP9 impliquées dans les phénomènes de prolifération, de migration et d’invasion tumorale [224], 

[225], [227] (Figure 34). Ces NET peuvent être libérés par deux mécanismes distincts. Dans le premier 

cas, il va y avoir une décondensation de la chromatine suivie de la dissolution de la membrane 

nucléaire et des membranes des granules. Ceci permet le mélange de la chromatine et du contenu des 

granules dans le cytoplasme des neutrophiles. Pour finir les NET sont libérés par rupture de la 

membrane plasmique qui est dépendante de la production de ROS. Ce processus est donc létal. Le 

second mécanisme, non létal, ne nécessite pas la production de ROS ni la rupture de la membrane 

puisqu’il passe par le bourgeonnement de vésicules contenant de l’ADN à partir de la membrane 

nucléaire et finalement la fusion de ces vésicules avec la membrane plasmique [228], [229]. Les TAN 

sont également capables de stimuler la TEM des cellules cancéreuses en soutenant l’expression des 

facteurs de transcription comme Snail. Ils peuvent aussi favoriser l’angiogenèse tumorale en étant une 

source majeure de VEGF (« vascular-endothelial growth factor »)  [224], [227]. Les TAN interagissent 

avec les autres cellules du système immunitaire afin de moduler leurs activités, particulièrement celles 

des cellules T. En effet, tout comme les neutrophiles circulants, les TAN sécrètent des facteurs tels que 

les ROS, le NO (oxyde nitrique) ou encore Arg-1 qui inhibent la prolifération des cellules T CD8+ 

cytotoxiques et leur production d’IFN. Certains facteurs comme le TNF ou encore le NO sont 

capables de favoriser leur apoptose (Figure 34) [224]. 

Même si les TAN sont largement considérés comme pro-tumoraux, certaines données 

montrent plutôt un rôle anti-tumoral. En effet, ils peuvent être impliqués dans l’apoptose des cellules 

cancéreuses par l’intermédiaire de la sécrétion de ROS et via le ligand FasL des récepteurs de mort de  
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Figure 35 : Polarisation des macrophages. Les monocytes peuvent se différencier en deux grand types 

de macrophages : les M1 (voie classique) et les M2 (voie alternative). La différenciation en 

macrophages M1 est favorisée par des cytokines telles que l’IL-12 ou encore l’IL18 alors que la 

différenciation en M2 dépend de l’IL-4 ou encore IL-10. Les macrophages M1 libèrent des facteurs anti-

tumoraux tandis que les macrophages M2 favorisent les cellules tumorales. Au niveau des tumeurs on 

retrouve en majorité des macrophages de type M2.  
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type Fas [224], [225]. Ils présentent également une activité cytotoxique vis-à-vis des cellules tumorales 

opsonisées par des anticorps. De plus, les TAN peuvent être impliqués dans le recrutement et 

l’activation des cellules T CD4+ et CD8+ [224]. 

Cette hétérogénéité fonctionnelle reflète l’existence de plusieurs sous-populations de 

neutrophiles en fonction de leur maturité et de leur densité. Elle peut également s’expliquer par un 

rôle variable en fonction du stade des tumeurs plus ou moins avancé, du type de tumeurs mais 

également de la localisation des TAN au sein même des tumeurs et de leur microenvironnement [224], 

[226]. A l’heure actuelle la majorité des données concernant les neutrophiles dans le contexte tumoral 

est liée à des études menées chez la souris. L’obtention de données cliniques plus poussées reste donc 

nécessaire pour mieux comprendre l’implication de ces cellules dans le développement et la 

progression tumorale.  

 

1.1.3- Les monocytes/macrophages  

 

Les macrophages représentent la population immunitaire la plus abondante du MET. Pour 

beaucoup de tumeurs solides, la présence importante de macrophages associés aux tumeurs (TAM) 

est liée à un pronostic défavorable et à une hausse des métastases [230], [231]. Les macrophages 

présentent deux types de polarisation : M1, se développant suite à une activation dite classique par 

l’intermédiaire de cytokines telles que l’IL-12 et l’IL-18 ou encore INF et M2 suite à une activation 

alternative liée à l’IL-4, l’IL-10, l’IL-13 ou encore au TGF. Les macrophages de type M1 libèrent des 

facteurs anti-tumoraux comme les ROS ou encore des cytokines pro-inflammatoires comme l’IL1-, 

ainsi que le facteur TNF, tous impliqués dans la mort des cellules tumorales. A l’inverse, les 

macrophages de type M2 sécrètent des cytokines anti-inflammatoires/immunosuppressives en faveur 

des cellules tumorales comme par exemple l’IL-10 et l’IL-13 ainsi que des facteurs tels que le 

TGF(Figure 35)[230]–[232].  

Les lymphocytes infiltrant les tumeurs, activent la différenciation classique des macrophages 

en M1. Ces derniers sont capables de reconnaitre et d’éliminer les cellules cancéreuses (phase 

élimination) mais également de favoriser la réponse anti-tumorale des LT CD8+ et des NK [211], [227]. 

Cependant, au fur et à mesure de l’évolution tumorale, les macrophages se différencient en M2, 

favorisant la croissance et la progression tumorale (phase échappement). On retrouve donc 

majoritairement des macrophages de type M2 au niveau des tumeurs [233]. Ce phénomène est  

 



  
 

 

Prolifération

Invasion

TEM

LTeff

LTreg

ANGIOGENESE

M2

LTeff

CTLA4

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 36 : Fonctions pro-tumorales des macrophages M2. Les macrophages M2 présents au niveau 

du site tumoral (TAM) sont capables de libérer un grand nombre de facteurs et de stimuler ainsi les 

cellules tumorales (prolifération, invasion, transition épithélio-mésenchymateuse : TEM) ainsi que 

l’angiogenèse. Ces cellules instaurent également un environnement immunosuppressif en limitant 

l’activation des lymphocytes T effecteur CD8+ (LTeff) et en favorisant les lymphocytes T régulateurs 

(LTreg). Les M2 sont notamment capables d’exprimer les ligands (CD80/86, PDL1) des récepteurs 

inhibiteurs CTLA4 et PD1 situés au niveau des LTeff. 
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notamment dirigé par les cellules tumorales via la libération de molécules telles que l’IL-4, l’IL-13 ou 

encore le TGF. [227]. 

Les TAM sont recrutés au niveau de la tumeur par l’intermédiaire du facteur M-CSF 

(« macrophage colony-stimulating factor »). Ils favorisent la croissance tumorale en libérant des 

facteurs comme l’EGF et l’IL-6, ainsi que la dissémination en stimulant l’invasion par le biais de la 

production de MMP et de VEGF [211], [227], [230], [231]. De plus, ces cellules sont capables dans 

certains types de cancer (pancréas, colorectal, foie, sein) de stimuler la TEM, notamment par le biais 

de la production de TGF et la modulation subséquente de protéines telles que l’E-cadhérine, la 

vimentine ou encore le facteur de transcription Snail [205], [230]. Les TAM stimulent la progression 

tumorale en inhibant l’immunité anti-tumorale. Ils sont capables de supprimer via différents facteurs 

tels que l’IL-10 et le TGF la réponse anti-tumorale des LT CD8+ et de favoriser le recrutement des 

lymphocytes Treg [205], [211], [227], [230]. Les TAM expriment également les ligands PDL1 et CD80/86 

impliqués dans la régulation négative des lymphocytes [227]. De plus, les macrophages font partie des 

contributeurs majeurs de l’angiogenèse tumorale. Ils sont capables de produire des facteurs 

angiogéniques tels que les VEGF, le FGF (« fibroblast growth factor »), PIGF (« placental growth 

factor ») ou encore PDGF (« platelet derived growth factor ») (Figure 36) [205], [230], [231]. Ils peuvent 

également recruter les cellules tumorales au niveau des sites vascularisés. Ceci est possible grâce à un 

dialogue entre les deux types cellulaires. En effet, les cellules tumorales produisent le facteur CSF-1 

(« colony stimulating factor 1 ») qui stimule la sécrétion d’EGF par les macrophages ce qui va donc 

créer un gradient d’EGF permettant d’attirer les cellules tumorales au niveau des vaisseaux [204], 

[205], [231].  

 

1.1.4- Les cellules dendritiques (CD) 

 

Les CD sont moins abondantes que les macrophages au niveau du MET mais jouent un rôle 

important. Ce sont à la fois des cellules phagocytaires et présentatrices d’antigènes professionnelles. 

Elles sont capables d’activer les lymphocytes dans les ganglions lymphatiques en leur présentant des 

antigènes tumoraux via les molécules de CMH. Ces cellules sont donc importantes dans l’activation de 

la réponse immunitaire anti-tumorale adaptative. Cependant, les cellules tumorales sont capables de 

perturber la fonction des CD en supprimant à la fois leur recrutement et leurs activités. Souvent, les 

CD infiltrant les tumeurs ne sont pas totalement matures et vont dans ce cas-là être associées à des 

effets suppressifs vis-à-vis de la réponse immunitaire par le biais de la production des cytokines IL-10 

ou IL-6 par exemple. Dans ces conditions, elles vont plutôt favoriser les Treg par rapport aux Teff [211]. 
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Figure 37 : Processus de formation des vaisseaux. (A) La vasculogénèse correspond à la formation de 

nouveaux vaisseaux à partir de cellules endothéliales progénitrices. Ces cellules prolifèrent puis 

s’assemblent pour former une lumière puis un vaisseau. (B) L’angiogenèse correspond à la formation 

d’un vaisseau à partir d’un vaisseau préexistant. Une cellule endothéliale sélectionnée en tant que 

cellule de front va migrer en direction du signal pro-angiogénique et guider ainsi la formation du 

nouveau vaisseau. Il y a également des cellules de soutien qui vont proliférer en arrière de la cellule 

de front et permettre ainsi l’allongement du vaisseau.  

Adapté de Lugano et al., 2020 [233] 
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Le MET immunitaire est donc un élément crucial du développement et de la dissémination 

tumorale. Malgré une réponse immunitaire anti-tumorale efficace lors de la phase d’élimination, la 

tumeur met en place un grand nombre de mécanismes de résistances et immunosuppressifs lui 

permettant de survivre, de proliférer et de se disséminer lors de la phase d’échappement. Des 

thérapies anti-cancéreuses visant à stimuler la réponse immunitaire anti-tumorale se sont donc 

développées telles que les immunothérapies anti-CTLA4 ou encore anti-PD1/PDL1 décrites 

précédemment (cf partie 2, paragraphes 2.2 et 3.2).  

 

1.2- L’angiogenèse et l’hypoxie tumorale 
 

1.2.1- Le processus d’angiogenèse 
 

1.2.1.1- L’angiogenèse physiologique 

 

Il existe deux processus physiologiques impliqués dans la formation des vaisseaux : la 

vasculogenèse et l’angiogenèse. La vasculogenèse représente la formation de vaisseaux à partir de la 

différenciation de cellules endothéliales progénitrices alors que l’angiogenèse correspond à la 

formation de vaisseaux à partir de vaisseaux préexistants (Figure 37) [234]. Au niveau des tissus 

adultes, l’angiogenèse est plutôt rare et l’endothélium reste stable, à l’exception de certaines 

conditions comme par exemple la cicatrisation ou encore le cycle menstruel. Cet état de quiescence 

est maintenu du fait de l’équilibre entre les facteurs pro- et anti-angiogéniques tels que le VEGF ou 

l’angiostatine respectivement [233], [235]. Le système vasculaire au repos ne contient que 0,5% de 

cellules endothéliales possédant une activité proliférative.  

L’angiogenèse nécessite donc le passage d’un état quiescent à un état actif des cellules 

endothéliales [234]. Elle est déclenchée majoritairement par des facteurs chimiques comme le VEGF, 

le FGF, le PDGF mais également le TGF ou encore les MMP. D’autres facteurs de type 

environnementaux peuvent également être impliqués comme l’hypoxie (tension en oxygène inférieur 

à 10 mmHg) [234]. Ces signaux vont activer les cellules endothéliales. Dans un premier temps, une 

cellule du vaisseau préexistant appelée cellule de front va migrer, guidée par un gradient de signaux 

pro-angiogéniques. Cette cellule est accompagnée par des cellules endothéliales de soutien qui 

prolifèrent et permettent l’allongement du nouveau vaisseau (Figure 37B) [233]. Ce processus 

d’angiogenèse est mis à profit dans le contexte tumoral afin de soutenir la croissance et la 

dissémination des cellules cancéreuses. 
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Figure 38 : Organisation des vaisseaux normaux et tumoraux. (A) Les vaisseaux normaux se 

composent de cellules endothéliales liées entre elles par des jonctions cellulaires. Elles reposent sur 

une membrane basale et ont un recouvrement important en péricytes (cellules permettant de 

stabiliser les vaisseaux). (B) Les vaisseaux tumoraux sont désorganisés et présentent plusieurs défauts 

comme par exemple la perturbation des jonctions cellulaires, le détachement des péricytes, la 

diminution du flux sanguin ou encore la présence de fuites. L’ensemble de ces défauts conduit à 

l’augmentation de l’hypoxie et favorise l’intravasation des cellules tumorales. 

 

Adapté de Lugano et al., 2020 [233] 
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1.2.1.2- L’angiogenèse tumorale 

 

Comme les cellules normales, les cellules tumorales ont besoin de nutriments et d’oxygène 

pour survivre et proliférer. Ceci nécessite donc la présence dans un environnement proche de 

vaisseaux sanguins [233]. L’angiogenèse tumorale est principalement déclenchée par la tumeur elle-

même, suite à la présence d’un environnement hypoxique [234], [236]. En effet, du fait de leur hyper-

prolifération, les cellules tumorales consomment beaucoup d’oxygène, dont l’apport devient 

insuffisant, ce qui créer des zones dites hypoxiques [233]. Les cellules tumorales libèrent donc des 

facteurs pro-angiogéniques, notamment le VEGF, qui vont permettre de déclencher la formation de 

nouveaux vaisseaux en stimulant la motilité des cellules de front [237]. Ces facteurs sont régulés 

positivement par les protéines de la famille HIF (« hypoxia inducible factor »). Ces protéines forment 

des hétérodimères HIF1-/HIF1- et la sous-unité  est responsable de l’activation transcriptionelle 

de gènes pro-angiogéniques en présence d’un environnement hypoxique [233], [235], [237]. Dans le 

contexte tumoral, on parle souvent de « switch » angiogénique puisque l’équilibre entre les facteurs 

pro- et anti-angiogéniques est rompu. L’angiogenèse est donc incontrôlée du fait de la présence et de 

la persistance de signaux pro-angiogéniques dans le microenvironnement [233].  

Contrairement aux vaisseaux normaux, les vaisseaux tumoraux possèdent des défauts 

structuraux et fonctionnels. En effet, ils présentent une structure chaotique désorganisée. La 

perturbation des jonctions endothéliales entraîne une perméabilité importante associée à des fuites 

et à une réduction du flux sanguin. On peut également noter que les vaisseaux tumoraux sont 

déformés et ont des diamètres variables ce qui peut également modifier le flux sanguin. De plus, les 

péricytes qui ont pour fonction de stabiliser les vaisseaux ont tendance à se détacher des vaisseaux 

tumoraux et la membrane basale se distribue de façon inégale. Ceci augmente donc la fragilité des 

structures vasculaires ainsi que le risque d’hémorragie. Ces caractéristiques anormales du système 

vasculaire tumoral augmentent l’hypoxie et potentialisent donc la formation de nouveaux vaisseaux 

favorisant ainsi la formation de métastases (Figure 38) [233], [234], [236]. 

D’autres cellules sont également capables de promouvoir l’angiogenèse tumorale notamment 

les cellules immunitaires. Les TAM sont capables de favoriser l’angiogenèse en libérant des facteurs 

pro-angiogéniques tels que le VEGF ou encore le FGF. De plus ils sécrètent d’autres facteurs comme 

par exemple les MMP qui permettent de dégrader la membrane basale ainsi que la MEC et ainsi 

stimuler la migration et la prolifération des cellules endothéliales. A la manière des TAM, les TAN sont 

capables de réguler positivement l’angiogenèse en produisant des facteurs comme le VEGF ou encore 

MMP9. Ces cellules constituent d’ailleurs une des principales sources de VEGF [233], [237].  
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Figure 39 : Régulation de l’angiogenèse par les cellules tumorales et immunitaires. L’angiogenèse 

tumorale est principalement stimulée par les cellules tumorales elles-mêmes dans un contexte 

hypoxique dû à leur forte prolifération. Elles libèrent des facteurs pro-angiogéniques tel que le VEGF, 

créant ainsi un gradient capable de stimuler et de guider l’angiogenèse. De façon similaire, les 

macrophage (TAM) et les neutrophiles (TAN) associés aux tumeurs sont également capables de 

stimuler ce processus. Ils libèrent également d’autres protéines, comme la métalloprotéase MMP9, 

qui vont intervenir dans la dégradation de la membrane basale et ainsi favoriser la migration et la 

prolifération des cellules endothéliales. Les cellules lymphocytaires de type Treg favorisent également 

l’angiogenèse en inhibant les lymphocytes cytotoxiques CD8+ capables de libérer des facteurs anti-

angiogéniques comme l’IFNpar exemple.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 40 : Régulation des cellules immunitaires par l’hypoxie. L’hypoxie tumorale crée par l’hyper-

prolifération des cellules tumorales et par la mise en place d’un système vasculaire défaillant est 

capable de moduler les cellules immunitaires du microenvironnement. Ceci dans le but de favoriser le 

maintien d’un environnement immunosuppressif favorable au développement tumoral. En effet, 

l’hypoxie tumorale inhibe les cellules cytotoxiques (NK et CD8+) et stimule les cellules 

immunosuppressives telles que les lymphocytes Treg, les macrophages de type M2 ou encore les 

neutrophiles (TAN). Le lactate extracellulaire issu des cellules tumorales suite à la glycolyse anaérobie 

peut également être impliqué dans la régulation de ces cellules. La présence de ce dernier entraîne 

une acidification du milieu extracellulaire qui permet également de promouvoir l’immunosuppression. 
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Les lymphocytes cytotoxiques libèrent quant à eux des facteurs comme l’INF qui ont plutôt une 

activité anti-angiogénique [233]. A l’inverse, les Treg, de par leur activité inhibitrice sur les lymphocytes 

cytotoxiques (cf partie 3, paragraphe 1.1.1.2), facilitent indirectement l’angiogenèse tumorale (Figure 

39) [237]. 

 

1.2.2- Influence de l’hypoxie tumorale sur les cellules immunitaires  

  

L’hypoxie causée par la forte consommation d’oxygène des cellules tumorales prolifératives 

est renforcée par la mise en place d’un système vasculaire déficient. En plus d’agir sur l’angiogenèse, 

elle constitue un moteur majeur de la mise en place d’un microenvironnement immunosuppressif. En 

effet, les cellules du système immunitaire sont très sensibles à l’hypoxie. Cette dernière est impliquée 

dans la réduction de la survie ainsi que de l’activité cytotoxique et migratoire des cellules effectrices : 

les LT CD8+ et les NK. Cette action passe par exemple par l’induction de la production de cytokines 

immunosuppressives au détriment de cytokines immunostimulatrices, par la stimulation des 

macrophages de type M2 ou encore l’induction de l’expression des protéines impliquées dans les 

points de contrôles immunitaires inhibiteurs. L’hypoxie stimule également le recrutement des 

lymphocytes Treg [236].   

Elle entraîne également des changements métaboliques au niveau du MET comme par 

exemple une augmentation du lactate extracellulaire, associée à une acidification du milieu due à la 

glycolyse anaérobie des cellules tumorales (effet Warburg). Le fort niveau de lactate extracellulaire 

entraîne une inhibition des lymphocytes effecteurs. En effet, le lactate diminue la production des 

protéines cytotoxiques (perforine et granzyme) ainsi que des cytokines pro-inflammatoires telles que 

l’IL-2 et l’IL-12. Il régule également la viabilité de ces cellules en stimulant leur apoptose tout en 

diminuant leur prolifération. De façon opposée, le lactate stimule les cellules immunosuppressives 

telles que les macrophages M2 [236], [237]. La présence d’un microenvironnement acide est 

également capable de favoriser l’immunosupression en limitant l’apoptose des neutrophiles et en 

limitant la prolifération et l’activité des cellules lymphocytaires cytotoxiques (Figure 40) [236].  

 

 De façon générale, l’hypoxie induit l’angiogenèse en agissant à la fois sur les cellules tumorales 

et sur les cellules immunitaires en stimulant les cellules immunosuppressives et pro-angiogéniques. La 

formation d’un système vasculaire déficient amplifie ce phénomène d’hypoxie et favorise la mise en  
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place d’un environnement favorable à la progression tumorale. Tout comme le système immunitaire, 

les vaisseaux tumoraux constituent donc une cible intéressante pour le développement de thérapies 

anti-cancéreuses. En effet, les vaisseaux apportent à la fois des nutriments et de l’oxygène aux tumeurs 

et leur fournissent une voie de transport pour leur dissémination dans l’organisme et donc la formation 

de métastases. La principale cible des agents anti-angiogéniques est le VEGF. Certaines molécules 

telles que le bevacizumab ou encore le pazopanib sont d’ailleurs appliquées pour le traitement de 

certains cancers [233], [234]. Cependant les thérapies ciblant l’angiogenèse présentent des effets 

limités sur la survie globale des patients. Elles limitent la progression tumorale mais n’éradiquent pas 

les tumeurs, elles sont donc souvent associées à d’autres types de thérapies (ex : chimiothérapie) 

[234]. De plus, comme pour de nombreuses stratégies thérapeutiques ciblées, des phénomènes de 

résistance se mettent en place et les tumeurs deviennent plus hypoxiques et donc également plus 

agressives.  

 

1.3- Autres composants du microenvironnement tumoral 
 

1.3.1- Les fibroblastes associés au cancer (CAF) 
 

Les fibroblastes associés au cancer (CAF) représentent une des populations cellulaires les plus 

abondantes dans le MET et dérivent majoritairement des fibroblastes résidents des tissus [237], [238]. 

Dans les tissus normaux, les fibroblastes sont au repos et ne s’activent que dans des contextes 

particuliers comme la cicatrisation. Contrairement aux fibroblastes normaux, les CAF ont des capacités 

prolifératives et migratoires augmentées et sont capables de produire de nombreux facteurs comme 

par exemple le TGF ou encore les facteurs de croissance tels que le HGF (« hepatocyte growth 

factor ») ou encore le PDGF [237]–[240]. Les CAF peuvent être activés par l’hypoxie tumorale mais 

également par le TGF ou encore des facteurs de croissance comme l’EGF et le FGF2 libérés par les 

cellules tumorales et immunitaires [237]–[239].  

Le rôle pro-tumoral de ces cellules a été très étudié à la fois in vitro et in vivo. Elles sont 

notamment capables de réguler le microenvironnement immunitaire. Les CAF stimulent par 

l’intermédiaire de facteurs tels que le TGFou encore l’IL-10 la différenciation des macrophages de 

type M2. De façon réciproque, les M2 stimulent également les CAF. Par l’intermédiaire de la 

production importante de TGF et d’IL-6, les CAF sont également capables de limiter la réponse 

immunitaire anti-tumorale en limitant l’activation et l’activité cytotoxique des cellules lymphocytaires 

de type NK et CD8+. En effet, les CAF réduisent par exemple la fonction des cellules CD8+ en inhibant 

leur expression de perforine, granzyme et INF et en inhibant les cellules dendritiques qui les activent  



  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 41 : Rôle des fibroblastes associés aux cancers (CAF) dans le microenvironnement tumoral. 

Les CAF sont en grande partie issus des fibroblastes résidents au niveau des tissus. Une fois transformés 

en CAF par différents signaux à la fois tumoraux et immunitaires, les fibroblastes vont participer de 

différentes façons au développement et à la progression tumorale. Ces cellules agissent par le biais de 

différents facteurs à la fois sur la prolifération et l’invasion cellulaire mais également sur 

l’immunosuppression et l’angiogenèse. Les CAF jouent donc un rôle important dans le 

microenvironnement tumoral et favorisent ainsi les tumeurs. 
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[238]. Par contre, ils favorisent le recrutement des Treg pro-tumoraux en sécrétant la chimiokine 

CXCL12 (ou SDF-1, « stromal cell-derived factor 1 ») [241]. Les CAF sont également capables de sécréter 

MMP2 et MMP9 ce qui favorise la prolifération et l’invasion des cellules tumorales [240]. Ils peuvent 

aussi soutenir l’angiogenèse en libérant du VEGF mais également d’autres facteurs pro-agiogéniques 

tels que le FGF et SDF-1 (Figure 41) [237], [240]. En plus de leurs nombreuses fonctions, les CAF 

constituent également la source et le modulateur principal de la MEC, capable de moduler l’évolution 

tumorale [242], [243]. 

 

1.3.2- La matrice extracellulaire (MEC) 

 

La matrice extracellulaire est composée de protéoglycanes, de protéines fibreuses comme le collagène 

et l’élastine ainsi que de protéines d’adhésion telles que la fibronectine ou encore la laminine. C’est 

une structure très dynamique qui subit des remodelages afin de s’adapter aux besoins des cellules 

[244]. Ces dernières interagissent avec la MEC par l’intermédiaire de récepteurs d’adhésion comme 

les intégrines. La MEC constitue à la fois un soutien structural et biochimique pour les cellules et les 

tissus [237], [244]. En effet, on la retrouve notamment au niveau des membranes basales qui 

soutiennent les cellules épithéliales et endothéliales [245]. Elle est également impliquée dans la 

communication, l’adhésion ainsi que la prolifération cellulaire. Elle peut par exemple lier des facteurs 

de croissance et contrôler ainsi leur disponibilité [244]. Plusieurs de ces facteurs sont activés suite à la 

dégradation de la MEC par des protéines telles que les MMP tout comme les facteurs pro-

angiogéniques VEGF, FGF et TGFpar exemple [237], [244]. La MEC constitue donc un important 

réservoir de protéines pro-tumorales. Elle représente dans beaucoup de tumeurs près de 60% de la 

masse tumorale et est produite en grande majorité par les CAF mais également par les cellules 

tumorales elles-mêmes. La MEC tumorale se distingue de la MEC des tissus normaux à la fois en termes 

de composition et d’organisation. En effet, elle est plus abondante, plus dense et plus rigide que la 

MEC normale, formant ainsi une barrière qui favorise notamment l’hypoxie et limite la diffusion des 

traitements [242]. Elle subit de nombreux remodelages dont sa dégradation par des protéases lors du 

passage des cellules tumorales à travers la membrane basale ou encore lors du processus invasif [239]. 

La MEC est aussi impliquée dans le processus migratoire et fournit aux cellules un support, favorisant 

ainsi leur déplacement [239]. 
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2- ANXA1 et microenvironnement tumoral 

 

L’ANXA1 est une protéine multifonctionnelle présente au niveau de différents types cellulaires. Si cette 

protéine a déjà montré son importance au niveau des cellules tumorales, plusieurs études ont évalué 

le rôle de l’ANXA1 au niveau des cellules du MET (cellules stromales). L’utilisation de souris invalidées 

pour l’Anxa1, porteuses de tumeurs, a permis de mettre en lumière l’importance de cette protéine au 

niveau des cellules de l’hôte dans la régulation de la croissance et de la dissémination tumorale. Il a 

effectivement été démontré dans plusieurs modèles syngéniques (mélanome et cancer du poumon 

[246], cancer du sein [247]) que l’absence d’expression de l’ANXA1 chez l’hôte entraîne une diminution 

des volumes tumoraux et de la formation de métastases in vivo. D’autres études réalisées sur des 

modèles de cancer mammaire induit par un carcinogène [248] (7,12-dimethylbenz[a]anthracene, 

DMBA) ou spontané (modèle MMTV-pyMT) [174], ont montré une augmentation des volumes 

tumoraux chez les souris invalidées par rapport aux souris sauvages. Dans le cadre du modèle MMTV-

pyMT, l’augmentation des volumes tumoraux chez les souris invalidées pour l’Anxa1 est associée à une 

diminution du développement de métastases pulmonaires [174]. L’absence d’expression de l’Anxa1 

par les souris est donc associée à une diminution des métastases dans différents types de cancer. 

L’ANXA1 joue donc un rôle important à la fois au niveau des cellules tumorales mais également au 

niveau des cellules du microenvironnement. 

 

2.1- ANXA1 et microenvironnement immunitaire 

 

Comme vu précédemment, l’immunité joue un rôle important dans le développement ainsi que la 

progression tumorale (cf partie 3, paragraphe 1.1) et l’ANXA1 est connue pour ses propriétés anti-

inflammatoires et son action sur diverses cellules du système immunitaire (cf partie 1, paragraphe 3.2). 

Il est donc intéressant de s’interroger sur l’implication de cette dernière dans la réponse immunitaire 

anti-tumorale. 
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2.1.1- Rôle stimulateur de l’ANXA1 sur les cellules immunitaires pro-tumorales 

 

Plusieurs études ont mis en évidence l’implication de l’ANXA1 dans la polarisation des 

macrophages. En 2011, Li et ses collaborateurs ont montré que le traitement des macrophages 

humains U937 avec l’ANXA1 augmente la libération d’IL-10 (M2) et diminue la production de 

TNF(M1). L’ANXA1 est donc capable de favoriser la polarisation des macrophages en M2 et ceci de 

façon dépendante des récepteurs FPR2 [249]. De plus, Moraes et ses associés ont montré que l’ANXA1 

endogène des macrophages est également importante pour leur polarisation puisque les macrophages 

issus de souris invalidées pour l’Anxa1 échouent à se différencier en M2 suite à leur stimulation par 

l’IL-4 in vitro. In vivo, les tumeurs 4T1 (cellules murines de cancer du sein) développées chez des souris 

qui n’expriment pas l’Anxa1 présentent moins de macrophages et une polarisation majoritairement 

de type M1 [247]. Plus récemment, une étude réalisée à partir de données issues d’une cohorte de 

patientes atteintes de cancer du sein (METABRIC, « Molecular Taxonomy of Breast Cancer 

International Consortium », n=1904), a permis de montrer que les tumeurs présentant un niveau élevé 

d’ANXA1 sont associées à un infiltrat plus important en macrophage de type M2 par rapport aux 

tumeurs présentant un plus faible niveau d’ANXA1 [159]. En plus de son rôle sur leur polarisation, 

l’ANXA1 des macrophages est également importante dans la régulation de l’agressivité tumorale. En 

effet, la co-culture de cellules 4T1 avec des macrophages M2 issus de souris sauvages stimule la 

croissance et l’invasion tumorale. A l’inverse, les macrophages issus de souris invalidées pour l’Anxa1 

présentent des effets limités sur ces deux processus [247]. 

 

 Une analyse récente s’est quant à elle intéressée au rôle de l’ANXA1 sur les cellules 

lymphocytaires de type Treg. Les auteurs ont dans un premier temps montré que les tumeurs des 

patientes atteintes d’un CSTN, présentent une augmentation du niveau plasmatique d’ANXA1 mais 

également une augmentation du nombre de Treg tumoraux par rapport aux autres sous-types. Ils ont 

dans un second temps mis en lumière la plus forte expression du récepteur à l’ANXA1 : FPR2, au niveau 

des Treg par rapport aux Teff. De plus, le blocage de l’axe ANXA1/FPR2 par l’antagoniste Boc1 entraîne 

une diminution de l’expression de granzyme A, impliqué dans la suppression des NK et des LT CD8+, 

par les Treg. Pour finir, l’analyse de tumeurs murines 4T1 développées chez des souris Balb/c traitées 

ou non avec Boc1 a permis de mettre en évidence une augmentation du marqueur cytotoxique CD8a 

ainsi qu’une inhibition du marqueur des Treg FOXP3 au niveau des tumeurs des souris traitées. 

L’ensemble de ces données souligne donc un probable rôle stimulateur de l’ANXA1 vis-à-vis des 

cellules lymphocytaires de type Treg et donc une fonction pro-tumorale [250]. 
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2.1.2- Rôle stimulateur de l’ANXA1 sur la mort immunogénique 

 

L’apoptose cellulaire a longtemps été considérée comme un processus non immunogène. 

Cependant l’existence du phénomène de mort immunogénique (ICD, « immunologic cell death ») a 

remis en question ce principe [251]. En effet, cette dernière se définit par la capacité des cellules 

mourantes à déclencher une réponse immunitaire adaptative robuste contre leurs propres antigènes 

[252], [253]. Les cellules vont dans un premier temps libérer des signaux de danger (DAMP, « damage 

associated molecular patterns ») qui vont à la fois recruter et stimuler les CPAg notamment les cellules 

dendritiques. Ces dernières vont phagocyter les cellules mourantes et activer par la suite les 

lymphocytes cytotoxiques par le biais de la présentation d’antigènes et de la sécrétion de cytokines 

immunostimulatrices. Les lymphocytes ainsi activés vont être capables d’éliminer spécifiquement les 

cellules résiduelles [253], [254].  

Différents types de traitements anti-cancéreux sont capables d’induire l’ICD comme par 

exemple les chimiothérapies comme les anthracyclines (doxorubicine, mitoxantrone), le bortézomib, 

l’oxaliplatine [251], [252], [254] mais également les irradiations (radiothérapie) [251], [255]. Les 

inducteurs de l’ICD déclenchent deux grands types de stress cellulaire : l’autophagie et le stress du RE 

[253], [254].   

L’autophagie mène à la libération d’ATP (adénosine triphosphate) par les cellules mourantes, 

qui va jouer le rôle d’agent chimiotactique. En effet, les CPAg vont reconnaitre l’ATP grâce aux 

récepteurs métabotropiques purinergiques P2Y2 et P2Y7. Les récepteurs P2Y2 sont associés au 

recrutement des CPAg et les P2Y7 à la libération d’IL-1 pro-inflammatoire capable d’activer la réponse 

adaptative lymphocytaire [251], [253], [254].  

 Le stress du RE induit quant à lui une réponse de type UPR (« unfolded protein response ») dans 

le but de limiter la traduction protéique, d’augmenter les capacités de repliement des protéines ou 

encore de dégrader les protéines mal repliées. Elle fait intervenir des protéines membranaires comme 

PERK (« PKR-like ER protein kinase »), IRE1 (« inositol requiring enzyme 1 ») ou encore ATF6 

(« activating transcription factor 6 »). Lors d’un stress prolongé, la réponse UPR peut déclencher 

l’apoptose cellulaire et la libération de DAMP comme la calréticuline (CRT) [252]. Cette dernière est 

une protéine chaperonne associée au RE et est impliquée dans le contrôle qualité de la synthèse des 

protéines [254].  Lors de l’ICD, la CRT est exposée au niveau du feuillet externe de la membrane 

plasmique [252], [254]. Dans le cadre des chimiothérapies, l’exposition de la CRT nécessite la 

phosphorylation du facteur eIF2a (« eukaryotic translation initiation factor 2A ») par la protéine PERK 

suivie notamment par l’activation des protéines pro-apoptotiques Bax et Bak (« BCL2 antagonist  
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killer ») [253], [254]. L’externalisation de la CALR est un évènement précoce lors de l’apoptose 

puisqu’elle précède l’exposition des PS au niveau du feuillet externe de la membrane plasmique [253]. 

Une fois exposée à l’extérieur des cellules mourantes, la CRT joue le rôle de signal « mange-moi » qui 

va permettre la reconnaissance de ces dernières par les cellules phagocytaires, notamment les CD 

[253]. Cette reconnaissance passe par l’interaction de la CRT avec les récepteurs CD91, également 

appelé LRP1 (« low density lipoprotein receptor-related protein 1 »). Ceci stimule la phagocytose des 

cellules mortes ainsi que la captation des antigènes par les CD [251], [254]. L’exposition de la CRT suite 

au stress du RE est donc primordiale pour le bon déroulement de l’ICD. En 2012, Krysko et ses 

collaborateurs ont de ce fait proposé une classification des inducteurs de l’ICD en fonction de leurs 

capacités à cibler le RE. Les inducteurs de type I induisent le stress du RE ainsi qu’une apoptose par des 

mécanismes distincts mais convergents alors que les type II induisent une apoptose directement due 

au stress du RE [255].  

La protéine nucléaire HMGB1 (« high mobility group box 1 ») est également impliquée dans 

l’ICD en tant que DAMP. Elle est associée à la chromatine et régule la transcription. Lors de l’induction 

de l’ICD, HMGB1 est libérée dans le milieu extracellulaire par les cellules mourantes et exerce une 

fonction immunostimulatrice sur les CPAg par l’intermédiaire des récepteurs PRR (« pattern 

recognition receptor ») de type TLR2 et TLR4 (« toll like receptor 2/4 ») [252], [254]. L’interaction 

d’HMGB1 avec ces récepteurs permet de stimuler la maturation des CPAg [256]. 

 

Le rôle de l’ANXA1 dans l’ICD a été mis en lumière par Vachelli et ses collaborateurs en 2015. 

Ils ont dans un premier temps montré sur une cohorte de femmes présentant un cancer du sein traité 

par chimiothérapie adjuvante, que la perte de fonction du gène FPR1 est associée à une réduction de 

la survie globale des patientes. Cet effet a également été observé au niveau de cohorte de patients 

présentant un cancer colorectal et traités à l’oxaliplatine. L’appui d’expérimentation in vitro a 

également permis de mettre en évidence la contribution de l’expression du gène FPR1 par le système 

immunitaire de l’hôte dans l’effet anti-tumoral des anthracyclines. De plus, l’utilisation de cellules 

génétiquement invalidées pour différents ligands de FPR1 a permis de souligner l’implication de 

l’ANXA1 tumorale dans l’induction de la réponse immunitaire anti-cancéreuse dépendantes des 

anthracyclines. Sur le plan fonctionnel, l’ANXA1 libérée par les cellules tumorales traitées est donc 

capable d’agir en tant que DAMP et de se lier aux récepteurs FPR1 présents sur les cellules 

dendritiques. Ceci permet donc de créer une synapse immunologique entre ces deux types cellulaires 

en positionnant les cellules dendritiques à proximité des cellules tumorales mourantes. En effet, 

contrairement à l’ATP, l’ANXA1 n’influe pas sur le recrutement des cellules dendritiques mais leur  
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Figure 42 : Libération de signaux de danger par les cellules tumorales suite à l’induction de la mort 

immunogénique. La mort immunogénique (ICD) peut être induite par différents types de 

chimiothérapies ou encore par la radiothérapie. Elle nécessite la libération par les cellules tumorales 

mourantes de signaux de danger appelés DAMP, indispensables à la mise en place d’une réponse 

immunitaire innée (puis adaptative). Les principaux DAMP identifiés dans le contexte de la mort 

immunogénique sont l’ATP, la calréticuline (CRT) et HMGB1. Ils ont des origines différentes et agissent 

sur les cellules dendritiques (CD) grâce à divers types de récepteurs. Plus récemment, l’ANXA1 a 

également été proposée comme DAMP dans le processus d’ICD. Elle est capable, par l’intermédiaire 

des récepteurs FPR1, de positionner les CD à proximité des cellules tumorales. Elle est également 

impliquée dans l’externalisation de la CRT. Une fois activées et matures, les CD sont capables de 

stimuler les lymphocytes de type CD8+ notamment (via la présentation d’antigène) qui vont par la 

suite s’attaquer aux cellules tumorales résiduelles, amplifiant ainsi l’action anti-tumorale des 

traitements inducteurs de l’ICD. 
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permet d’établir un contact étroit et stable avec les cellules tumorales à éliminer [94]. Une étude plus 

récente a également confirmé l’importance de l’axe ANXA1/FPR1 dans la réponse anti-tumorale 

induite par la chimiothérapie sur deux modèles in vivo de souris immunocompétentes (fibrosarcome 

et cancer du poumon). En effet, les souris inoculées avec des cellules cancéreuses invalidées pour 

l’Anxa1 et celles n’exprimant pas Fpr1 présentent un effet anti-tumoral limité de la doxorubicine sur 

les volumes tumoraux. Ils ont également démontré un nouveau rôle de l’ANXA1 dans l’ICD, 

indépendant des récepteurs FPR1, en utilisant également des cellules tumorales invalidées pour 

l’Anxa1. Le traitement de ces cellules avec les anthracylines n’induit pas d’externalisation de la CALR 

contrairement aux cellules sauvages. L’ANXA1 tumorale est donc non seulement impliquée dans 

l’interaction des cellules mourantes avec les cellules dendritiques mais également dans l’exposition de 

la CRT lors de l’ICD [257] (Figure 42). De plus, des données récemment publiées par le laboratoire ont 

mis en évidence l’exposition de l’ANXA1 à la surface des cellules cancéreuses de tumeurs de mélanome 

murin B16F10 traitées par radiothérapie ciblée avec le ligand de la mélanine ICF01012 radiomarqué à 

l’iode 131 [258].  

 

2.2- ANXA1 et vascularisation tumorale 
 

Diverses études ont établi un lien entre l’ANXA1 et le système vasculaire des tumeurs. En 2004, 

Oh et ses collaborateurs ont mis en évidence sur un modèle métastatique d’adénocarcinome 

mammaire, la présence spécifique d’ANXA1 à la membrane des cellules endothéliales tumorales des 

poumons. En effet, la protéine n’a pas été détectée au niveau de l’endothélium pulmonaire des souris 

témoins, ni au niveau des organes sains des souris porteuses de tumeurs (cœur, rein et foie) [259]. Plus 

récemment, une nouvelle étude s’intéressant à l’expression de l’ANXA1 au niveau vasculaire, a 

confirmé la présence et l’absence de la protéine au niveau de l’endothélium tumoral et sain 

respectivement, dans des modèles métastatiques de mélanome B16F10-Luc (injection intraveineuse) 

et de cancer du sein Pyr230 (injection orthotopique). De plus, les auteurs ont constaté une 

augmentation de l’expression vasculaire de l’ANXA1 au fur et à mesure de l’envahissement tumoral 

des poumons par les cellules B16F10-luc [260]. L’analyse de tumeurs humaines a également permis de 

montrer l’expression spécifique de l’ANXA1 au niveau de l’endothélium des tissus tumoraux dans les 

cancers du poumon [260], de la prostate [259], du foie [259], du sein [259], de l’ovaire, du foie, de 

l’estomac et dans le glioblastome [261]. Il a également été montré que les tumeurs mammaires qui 

expriment fortement l’ANXA1 possèdent une surexpression des gènes impliqués dans l’angiogenèse 

par rapport aux tumeurs qui ont une faible expression d’ANXA1 [159]. L’ensemble de ces données  
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Figure 43 : Implication de l’annexine A1 dans l’angiogenèse. Le VEGF, inducteur principal de 

l’angiogenèse est capable de réguler indirectement l’expression ainsi que la phosphorylation de 

l’ANXA1 via l’inhibition de miR196a et l’activation de la voie de signalisation p38/MAPK. L’ANXA1 est 

quant à elle impliquée dans la migration des cellules endothéliales, notamment de par son rôle dans 

le remodelage de l’actine, et également dans la formation de tubes. Le traitement des cellules 

endothéliales avec le peptide Ac2-26 permet de stimuler l’angiogenèse en agissant positivement sur 

les processus de prolifération, de migration et sur la formation de tubes. L’ANXA1 sous sa forme 

extracellulaire et/ou intracellulaire est donc capable de moduler l’angiogenèse.  
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laisse donc penser que l’ANXA1 est induite au niveau du système vasculaire des tumeurs et pourrait 

donc exercer des fonctions pro-tumorales en modulant l’angiogenèse. 

 

Plusieurs études ont établi un lien entre l’ANXA1 et l’angiogenèse. Dans un premier temps, le 

VEGF, inducteur principal de l’angiogenèse, est capable de stimuler indirectement l’expression 

endogène de l’ANXA1 dans les cellules endothéliales HUVEC en réprimant son inhibiteur : miR196a 

[262]. De plus, le VEGF est également capable d’induire la phosphorylation de l’ANXA1 par 

l’intermédiaire de la voie de signalisation p38/MAPK [263]. Ces deux types de modulation mènent à 

l’augmentation des capacités migratoires des cellules endothéliales [262], [263]. En effet, l’ANXA1 est 

capable de stimuler la formation de lamellipodes en intervenant dans le remodelage du cytosquelette 

d’actine. Le VEGF est d’ailleurs capable de favoriser l’association de l’ANXA1 avec l’actine [262]. 

L’ANXA1 est également nécessaire à la formation de tube vasculaire induite par le VEGF [263]. De façon 

générale, l’ANXA1 endogène des cellules endothéliales joue donc le rôle de médiateur des effets pro-

angiogéniques du VEGF in vitro. Plus récemment, Lacerda et ses collaborateurs se sont intéressés à 

l’effet de l’ANXA1 exogène sur l’angiogenèse en utilisant le peptide Ac2-26 sur des cellules HUVEC. Ils 

ont montré que le peptide seul, à la manière du VEGF, permet de stimuler la prolifération et la 

migration des cellules endothéliales. De plus, l’association du peptide avec le VEGF potentialise les 

effets stimulateurs de ce dernier sur la formation de tubes vasculaires in vitro. Le peptide est de 

surcroît capable de stimuler l’angiogenèse in vivo [264]. L’ANXA1 exogène extracellulaire peut donc à 

la fois mimer et potentialiser les effets du VEGF sur l’angiogenèse (Figure 43).  

L’utilisation de souris invalidées pour l’Anxa1 a permis de mettre en lumière le lien entre 

l’ANXA1 du microenvironnement et l’angiogenèse tumorale. En 2009, Yi et ses collaborateurs ont 

montré que l’absence de l’ANXA1 chez les souris, permet de limiter la pousse tumorale des cellules de 

mélanome B16. De plus, l’analyse génique des tumeurs développées chez les souris sauvages et 

invalidées révèle des différences d’expression, notamment au niveau des gènes impliqués dans 

l’angiogenèse. En effet, les tumeurs des souris n’exprimant pas l’ANXA1 présentent une sur-régulation 

de gènes anti-angiogéniques comme Timp2 et une sous-régulation de gènes pro-angiogéniques tels 

que Sphk1 par rapport aux tumeurs des souris contrôles. De plus, les tumeurs des souris invalidées 

pour l’Anxa1 présentent une vascularisation réduite comparativement aux souris sauvages. L’ANXA1 

présente dans le microenvironnement et ainsi potentiellement au niveau des vaisseaux tumoraux, est 

donc importante pour l’angiogenèse tumorale [246].  
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OBJECTIFS DU TRAVAIL DE THESE 

 

L’ANXA1 est une protéine connue depuis les années 1980 exprimée dans de nombreux tissus. 

Elle fait partie d’une superfamille regroupant des protéines capables de se lier aux PL membranaires 

de façon dépendante du calcium. Depuis sa découverte, plusieurs fonctionnalités lui ont été attribuées 

en lien avec les membranes, le système immunitaire et les cancers notamment. Ses capacités de liaison 

aux membranes impliquent l’ANXA1 dans les processus d’agrégation membranaire, d’endocytose et 

d’exocytose. Son rôle dans le processus inflammatoire a été très largement décrit notamment sa 

capacité à limiter la MTE des neutrophiles. Elle possède également un large spectre d’action au niveau 

d’autres cellules immunitaires telles que les macrophages et les lymphocytes. L’ANXA1 présente 

également un grand intérêt diagnostique et thérapeutique en oncologie au vu de sa dérégulation dans 

de nombreux types de cancers et de ses capacités à moduler la prolifération, la migration et l’invasion 

in vitro et in vivo.  

L’ANXA1 est régulièrement décrite comme protéine « double face ». En effet, elle peut par 

exemple à la fois stimuler et inhiber le système immunitaire ainsi que le développement et la 

progression tumorale. Son action peut dépendre de différents facteurs tels que sa localisation, ses 

modifications post-traductionnelles (ex : phosphorylation, clivage) ou encore les cellules sur lesquelles 

elle agit. L’ANXA1 peut être membranaire, cytosolique, nucléaire mais également extracellulaire 

(membranaire et sécrétée). La forme extracellulaire de l’ANXA1 semble être impliquée dans bon 

nombre de ses activités notamment sur le système immunitaire et les cellules cancéreuses. De plus, la 

localisation extracellulaire de l’ANXA1 est souvent associée à un clivage protéolytique de sa partie Nter 

qui peut limiter son action ou libérer un peptide bioactif (domaine Nter). L’ANXA1 est également 

exprimée dans beaucoup de types cellulaires différents (épithélial, endothélial, immunitaire) 

élargissant ainsi son spectre d’action. Il est par exemple bien décrit que la tumeur ne se résume pas 

aux cellules tumorales mais inclue également les cellules et composants du microenvironnement qui 

peuvent eux-mêmes exprimer et être régulés par l’ANXA1. Cette dernière peut donc moduler la 

progression tumorale en agissant à la fois au niveau des cellules tumorales et des cellules stromales.  

Ce projet de thèse a donc deux objectifs principaux : 

 étudier le rôle de l’ANXA1 extracellulaire dans l’agressivité tumorale en utilisant deux 

modèles d’étude le CSTN et le mélanome. 

 étudier le rôle spécifique de l’ANXA1 tumorale et stromale dans le développement et la 

progression tumorale du mélanome. 
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1- Contexte et objectifs 

 

L’ANXA1 est une protéine de la superfamille des annexines. Cette superfamille se compose de 

douze protéines chez l’homme, capables de se lier aux phospholipides membranaires en présence 

de calcium. L’ANXA1 est très largement exprimée au sein des cellules humaines. Elle se compose 

d’un domaine cœur en Cter, très conservé entre les annexines, et d’un domaine Nter plus variable 

qui lui confère sa spécificité biologique. L’ANXA1 joue un rôle dans de nombreux processus 

physiopathologiques comme par exemple l’inflammation, la prolifération, la migration ou encore 

l’invasion [265], [266]. La dérégulation de son expression est retrouvée dans de nombreux types 

de tumeurs relativement aux tissus sains. L’ANXA1 est par exemple surexprimée dans les cancers 

du foie [103], [104], du pancréas [101], [102], [134], le cancer colorectal [108], [267] ou encore 

dans le mélanome [199], [200] et sous-exprimée dans le cancer de la prostate [128], [129], du col 

de l’utérus [132] ou encore de la thyroïde [133]. Pour plusieurs types de cancer, notamment le 

cancer du sein, une controverse existe puisque la surexpression [151], [158]–[161] et la sous-

expression [152]–[154], [156] ont été rapportées. Malgré de nombreuses études, le rôle de 

l’ANXA1 dans les cancers n’est donc pas complètement compris et semble être très fortement 

dépendant des tissus. Des études supplémentaires sur l’expression et le rôle de l’ANXA1 dans les 

cancers sont donc nécessaires. 

Au niveau cellulaire, l’ANXA1 est majoritairement présente dans le cytosol [6]. Cependant elle 

peut également être retrouvée à l’extérieur des cellules. La localisation extracellulaire comprend 

à la fois l’interaction avec le feuillet externe de la membrane plasmique et la sécrétion de la 

protéine dans le milieu environnant. L’action extracellulaire de l’ANXA1 a notamment été décrite 

dans l’inflammation. En effet, lors de l’adhésion des neutrophiles avec l’endothélium par exemple, 

la protéine est externalisée et sécrétée [69] afin de limiter leur transmigration [74]. Cette action 

de l’ANXA1 passe par son interaction avec les récepteurs FPR1 et FPR2 [80], [81]. Certaines cellules 

tumorales comme les cellules de cancer du pancréas [121], de la prostate [138], du sein [169] ou 

encore de mélanome [196] sont également capables de sécréter de l’ANXA1. De plus, le traitement  

PARTIE 1 : ÉTUDE DU ROLE DE L’ANXA1 
EXTRACELLULAIRE DANS L’AGRESSIVITÉ 

TUMORALE 
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de ces différentes cellules cancéreuses avec le peptide Ac2-26 qui mime le domaine Nter de 

l’ANXA1 permet de stimuler leur prolifération ainsi que leur agressivité (migration et invasion) par 

l’intermédiaire des récepteurs FPR [121], [138], [168], [169], [196]. La part extracellulaire de 

l’ANXA1 semble donc être importante dans la progression tumorale. Cette dernière pourrait agir 

de deux façons différentes, en stimulant directement les cellules tumorales (autorégulation) ou 

indirectement en modulant le microenvironnement tumoral.  

 

L’objectif général de ce travail est donc de mieux comprendre le rôle de l’ANXA1 

extracellulaire dans l’agressivité tumorale. Pour cela nous avons eu trois sous-objectifs :  

- Caractériser l’expression et la localisation de l’ANXA1 dans différentes lignées cellulaires 

de cancer du sein triple négatif et de mélanome pour sélectionner des lignées cellulaires 

pertinentes pour l’analyse du rôle de l’ANXA1 extracellulaire tumorale. Nous avons choisi 

ces deux modèles sur la base de l’analyse bibliographique et des domaines d’expertises du 

laboratoire. Si pour le cancer du sein de nombreuses données sont déjà disponibles, peu 

d’études se sont consacrées à la localisation de l’ANXA1. En ce qui concerne le mélanome, 

des résultats précédemment publiés par le laboratoire constituent une base pour l’étude 

de l’ANXA1 extracellulaire dans ce cancer (cf partie 2, paragraphe 3.3).  

 

- Etudier l’effet d’un anticorps bloquant l’ANXA1 (VJ4B6) sur la migration des lignées 

cellulaires sélectionnées lors de la caractérisation (cancer du sein triple négatif et 

mélanome), processus en lien direct avec l’agressivité tumorale.  

 

- Examiner l’implication de l’ANXA1 extracellulaire issue des cellules cancéreuses de 

mélanome dans le développement et la dissémination tumorale in vivo. Pour cela nous 

avons utilisé l’anticorps VJ4B6 afin de bloquer spécifiquement son action. Dans cette étude 

nous nous sommes focalisés sur le mélanome pour lequel nous disposons d’un modèle 

syngénique permettant de tenir compte du microenvironnement immunitaire sur lequel 

peut jouer l’ANXA1 (cf partie 3, paragraphe 2). 

 

 

 

 

 

 



  
 

 

Tableau 5 : Conditions de culture des différentes lignées cellulaires de cancer du sein (rose) et de 

mélanome (bleu), utilisées dans cette étude. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Type cellulaire Milieu de culture SVF Antibiotique Autre 

T47d RPMI  1640 10% 

Gentamicine       

(4 µg/mL) 

NON 

MCF7 RPMI  1640 10% 
Insuline               

10 µg/mL 

MCF7luc DMEM-Glutamax 10% 

Acides aminés 
non essentiels 

(1X) 

 

SUM1315 Ham's F-12 5% 

Insuline 5 µg/mL 
Hydrocortisone   

1 µg/mL 
Hepes 5 mL 

EGF 10 ng/mL 

 

SL Ham's F-12 5% 

Insuline 5 µg/mL 
Hydrocortisone    

1 µg/mL 
Hepes 5 mL 

EGF 10 ng/mL 

G418 500 µg/mL 

SB Ham's F-12 5% 

Insuline 5 µg/mL 
 

Hydrocortisone   
1 µg/mL 

Hepes 5 mL 
EGF 10 ng/mL 

G418 500 µg/mL 

HCC1937 RPMI  1640 10% NON 

SUM149 Ham's F-12 5% 

Insuline 5 µg/mL 

Hydrocortisone   
1 µg/mL 

Hepes 5 mL 
 

MDA-MB-436 L15 Leibovitz's 10% 

16 µg/ml 

glutathione 
Insuline 1 µg/mL 

 

MDA-MB-231 L15 Leibovitz's 15% NON 

MDA-MB-231luc DMEM-Glutamax 10% 
Acides aminés 

non essentiels 
(1X) 

SK-MEL-3 McCoy’s 5a 15% 

Gentamicine       
(4 µg/mL) 

 
NON 

SK-MEL-28 MEM-Glutamax 10% 
A375-MA2 DMEM-Glutamax 10% 

B16Bl6 DMEM-Glutamax 10% 
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2- Matériels et méthodes 

 

2.1- Cellules et réactifs 

 

Les cellules humaines de cancer du sein de type luminal (T47d, MCF7 et MCF7-luc) et TN (HCC1937, 

MDA-MB-136, MDA-MB-231 et MDA-MB-231-luc), ainsi que la lignée murine 4T1, ont été fournies par 

l’ATCC (« American Type Culture Collection »). Les lignées MCF7-luc et MDA-MB-231-luc qui expriment 

le gène de la luciférase ont été inclues dans les études dans le but de réaliser à plus long terme des 

analyses in vivo en imagerie optique. La lignée TN SUM1315 a été fournie par Asterand. Les lignées 

SUM1315-LXSN (SL) et SUM1315-BRCA1 (SB) sont des cellules SUM1315 transfectées de façon stable 

avec un plasmide LXSN vide ou contenant le gène BRCA1 respectivement. Les lignées humaines de 

mélanome (SK-MEL-3, SK-MEL-28 et A375-MA2) ont également été obtenues de l’ATCC et la lignée 

murine B16Bl6 du laboratoire du Professeur Fidler (Université du Texas, Houston, USA). Les conditions 

de culture de chaque type cellulaire sont récapitulées dans le Tableau 5. Les cellules ont toutes été 

cultivées dans un environnement humide à 37 °C et en présence de 5% de CO2. 

L’ANXA1 recombinante humaine a été produite par le Dr Ruth Rose (Université Queen Mary, Londres, 

UK). L’anticorps utilisé pour bloquer l’ANXA1 est le VJ4B6 (brevet n°US 9,127,051 B2, 08/09/2015, 

détenu par le Pr Fulvio D’Acquisto, Université de Roehampton, Londres, UK). Lors de chaque 

expérimentation avec le VJ4B6, un isotype contrôle (IgG2b, 559530, BD-Pharmingen) a été utilisé.  

 

2.2- Analyse de l’expression de l’ANXA1 par RT-qPCR 

 

Les ARN totaux ont été extraits à partir des cellules en culture en suivant les instructions du fabricant 

du kit « RNAeasy mini » de Qiagen. Les échantillons ont ensuite été quantifiés et l’intégrité de l’ARN a 

été vérifié grâce au bioanalyseur « Agilent 2100 » en utilisant le kit « Agilent RNA 6000 » et en 

respectant le protocole décrit par le fournisseur (Agilent Technologies). La transcription inverse a été 

réalisée à partir de 1 µg d’ARN avec le kit « High-capacity cDNA Reverse Tancription » (Applied 

Biosystems) suivant le protocole fourni. Elle a été réalisée comme suit : 10 min à 25 °C, 120 min à 37 

°C et 5 min à 85 °C. Les ADN complémentaires (ADNc) ainsi synthétisés ont été stockés à -80 °C jusqu’à 

leur utilisation pour l’analyse de PCR en temps réel. Cette dernière a été conduite grâce à la méthode 

TaqMan à partir de 25 ng d’ADNc selon les instructions des fournisseurs. Pour les lignées humaines, le 

gène UBC a été utilisé comme contrôle endogène et le gène Gapdh pour les lignées murines. Pour les  
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Figure 44 : Analyse de l’annexine A1 extracellulaire avec ou sans EGTA. L’ANXA1 présente différentes 

localisations cellulaires : nucléaire (A), cytosolique (B) et membranaire (C). Cette dernière peut 

également être sécrétée par les cellules dans le milieu environnant (D). Lorsqu’on s’intéresse à l’ANXA1 

extracellulaire, il faut donc tenir compte à la fois de l’ANXA1 sécrétée (D) mais également de celle 

présente au niveau du feuillet externe de la membrane plasmique (C2). L’ANXA1 sécrétée peut 

simplement être analysée en récupérant le surnageant des cellules. Par contre, l’ANXA1 membranaire 

(C2) est liée aux phospholipides grâce au calcium (triangle rouge), il faut donc ajouter de l’EGTA qui est 

un chélateur du calcium afin de la récupérer dans les surnageants de culture. Les ciseaux matérialisent 

le clivage extracellulaire possible de l’ANXA1 et les cercles rouges représentent les différents types 

d’ANXA1 accessibles avec le surnageant de culture en fonction des deux conditions. 
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réactions, les références suivantes, comprenant les sondes TaqMan (FAM-MGB pour ANXA1/Anxa1 et 

UBC et VIC-MGB pour Gapdh) ainsi que les amorces, ont été utilisées : Hs00167549_m1 pour ANXA1, 

Mm00440225-m1 pour Anxa1, Hs01871556_s1 pour UBC et Mm999999915-g1 pour Gapdh. La 

réaction de PCR a été réalisée comme suit: 2 min à 50 °C, 10 min à 95 °C puis 40 cycles de PCR (15 sec 

à 95 °C et 1 min à 60 °C). Trois réplicas expérimentaux ont été réalisés. Les valeurs des cycles seuils (Ct) 

ont été déterminées en utilisant les logiciels SDS2.4 et « RQ Manager 1.2». La quantification relative 

(QR) a été faite en suivant la méthode des Ct : 

Ct = Ct gène - Ct contrôle endogène 

Ct = Ct échantillon - Ct référence 

QR = 2-Ct 

 

2.3- Lyse des cellules et collecte des surnageants de culture 

 

Les cellules ont été ensemencées au nombre de 2x105 cellules par puits d’une plaque 6 puits et laissées 

adhérer pendant 24 h. Après trois lavages dans du DPBS (« Dulbecco’s phosphate-buffered saline »), le 

surnageant a été retiré et remplacé par 1 mL d’OptiMEM (31985-047, Invitrogen) contenant 0,9 mM 

de CaCl2 (C4901, Sigma-Aldrich) supplémenté ou non avec un chélateur du calcium, l’EGTA (E-4378, 

Sigma-Aldrich). L’EGTA permet de décrocher l’ANXA1 présente au niveau du feuillet externe de la 

membrane plasmique (Figure 44). Après quelques secondes, le surnageant de culture a été collecté 

puis centrifugé à 460 xg pendant 8 min à température ambiante. Le surnageant a ensuite été concentré 

à 4 °C grâce à des concentrateurs (Vivaspin 500 VS0102, Sartorius Stedim) possédant une limite à 10 

kDa afin d’atteindre un volume final inférieur à 30 µL. Chaque échantillon de surnageant issu d’un puits 

a été utilisé dans son intégralité pour les analyses de western blot. Le tapis cellulaire restant a quant à 

lui été lysé dans du tampon RIPA contenant 50 mM de Trizma Base (T1503, Sigma-Aldrich) pH7,5 ; 150 

mM de NaCl (7647-14-5, Merk), 1% v/v de NP40 (74385, Fluka), 0,5% m/v de deoxycholate de sodium 

(D6750, Sigma-Aldrich), 0.1% m/v de SDS (19812323, Biosolve) et supplémenté avec des inhibiteurs de 

phosphatases et de protéases (1X) (78443, ThermoFisher Scientific). Après une centrifugation de 10 

min à 10 000 xg à 4 °C permettant d’éliminer les noyaux et les débris cellulaires, la concentration 

protéique a été estimée grâce à la méthode de Bradford (23200, Invitrogen). Les échantillons ont été 

préparés de façon à avoir 40 µg de protéine ou le surnageant issus d’un puits entier, puis analysés par 

western blot. 

 



Travail Expérimental 

 70 

 
 

2.4- Analyse du niveau protéique de l’ANXA1 par western blot 

 

Les protéines ont été séparées grâce à un gel de type SDS-PAGE 4-15% (456-8084, Bio-Rad) et 

transférées sur une membrane de nitrocellulose (1620115, Bio-Rad). La membrane a été saturée en 

protéines pendant 1 h dans du TBS (pH 7,6 ; 200 mM Trizma Base et 1,5 M NaCl) contenant du Tween20 

(9005-64-5, FisherScientific) et 5% m/v de lait, puis incubée une nuit à 4 °C en présence de l’anticorps 

primaire dirigé contre l’ANXA1 (1:10000, 71-3400, Invitrogen). Après trois lavages au TBS-Tween20 

(0,1% v/v), la membrane a été incubée pendant 1h30 avec un anticorps secondaire anti-lapin couplé à 

la peroxydase de Raifort HRP (1:5000, 4050-05, SouthernBiotech). Après trois nouveaux lavages, 

l’activité HRP a été détectée grâce au substrat « ClarityTM Western ECL » (170-5061, Biorad). Les 

protéines ont été visualisées à l’aide d’un « ChemiDocTM MP Imaging System » (Biorad). Grâce à la 

technologie « Stain-Free », les protéines totales ont été utilisées pour contrôler et corriger la charge 

protéique déposée initialement dans le gel. Les quantifications ont été réalisées avec le logiciel « Image 

Lab » (Biorad). 

 

2.5- Analyse de l’ANXA1 totale et membranaire par cytométrie en flux (CMF) 

 

Un million de cellules a été centrifugé 5 min à 400 xg. Afin de tester la présence de l’ANXA1 dans les 

cellules et au niveau membranaire, elles ont été ou non perméabilisées (« BD FACSTM Permeabilizing 

Solution 2 » 10X, 347692, BD-Bioscience) pendant 10 min à température ambiante puis centrifugées 5 

min à 800 xg. Les culots cellulaires ont alors été incubés pendant 30 min à 4 °C dans du milieu de 

culture contenant 1% m/v de BSA, 5 mM de CaCl2 (milieu de dilution) et l’anticorps primaire 

commercial dirigé contre l’ANXA1 (1:500 pour les cellules perméabilisées et 1:100 pour les non 

perméabilisées, 71-3400, Invitrogen) ou le VJ4B6 (1:250). Les isotypes correspondant ont été utilisés 

en contrôle. Les cellules ont ensuite été lavées dans du milieu de culture contenant 1% v/v de SVF, 5 

mM de CaCl2 puis incubées 30 min à 4 °C avec l’anticorps secondaire correspondant couplé à 

l’AlexaFluorTM 488 (1:2000). Après un nouveau lavage, les cellules ont été incubées avec 4 µg/mL 

d’iodure de propidium (IP) et analysées au cytomètre (BD LSRII flow cytometer, BD Biosciences, 

CICS_UCA PARTNER). Le logiciel « FACSDiva data manager v8 » a été utilisé pour déterminer le 

pourcentage de cellules marquées et l’intensité moyenne de fluorescence (MFI, « mean fluorescence 

intensity »). 
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Figure 45 : Les différentes étapes de l’analyse de migration cellulaire in vitro. Afin d’analyser les 

capacités migratoires des différents types cellulaires, nous avons utilisé des inserts de culture 

individuels commercialisés par IBIDI®. Les cellules sont dans un premier temps ensemencées dans 

chacune des chambres de l’insert. Une fois les cellules adhérentes arrivées à confluence, l’insert est 

retiré laissant ainsi un espace intercellulaire d'environ 500 µm. Le milieu de culture contenant ou non 

différents traitements est ensuite ajouté et la migration est suivie grâce à une observation régulière 

au microscope de l’envahissement de l’espace intercellulaire.   
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2.6- Contrôle de la reconnaissance de l’ANXA1 par le VJ4B6 par dot blot 

 

Afin de tester les capacités de reconnaissance du VJ4B6 vis-à-vis de l’ANXA1, différentes quantités 

d’ANXA1 humaine recombinante ont été déposées sur une membrane de nitrocellulose sous forme de 

gouttes (2 µL). La membrane a ensuite été incubée pendant 30 min dans du TBS-Tween20 (0.1% v/v) 

contenant 5% m/v de lait puis avec le VJ4B6 (1:500) ou l’anticorps commercial (1:10000) 71-3400 

(Invitrogen). Après trois lavages, la membrane a été incubée avec un anticorps secondaire couplé à la 

HRP (1:5000) pendant 30 min. Trois nouveaux lavages ont été réalisés avant l’étape de révélation (voir 

section western blot). 

 

2.7- Analyse des capacités migratoires des cellules tumorales 

 

Les études de migration ont été réalisées à l’aide de chambres de culture comme expliqué en Figure 

45 (µDish 35 mm, 81176, Ibidi®). Les cellules ont été ensemencées dans chacune des deux chambres 

de l’insert en silicone à une concentration de 30 000 cell/70 µL pour les MDA-MB-231-luc et les SK-

MEL-28 et 50 000 pour les cellules A375-MA2. Environ 24 h plus tard, lorsque la confluence dans les 

chambres atteint 100%, l’insert est retiré (temps 0 h, t0h), permettant ainsi de créer un espace 

intercellulaire d’environ 500 µm sans avoir endommagé les cellules. Les tapis cellulaires ont ensuite 

été lavés avec du DPBS et 2 mL de milieu de culture avec ou sans traitement ont été ajoutés sur les 

cellules. La migration des cellules a été suivie grâce à la prise de photo régulière de l’espace 

intercellulaire. La surface de cet espace a été estimée en utilisant le logiciel Fiji et le pourcentage de 

fermeture a été calculé avec la formule suivante : [(T0h – Txh) / T0h] x 100 en considérant l’aire de 

l’espace intercellulaire aux temps donnés.  

 

2.8- Analyse de l’action du VJ4B6 in vivo 

 

Cette étude a fait l’objet d’une demande d’autorisation de projet auprès du Ministère de 

l’Enseignement Supérieur et de la Recherche (autorisation n°17844) et a été préalablement validée 

par le Comité d’Ethique pour l’Expérimentation Animale Auvergne (C2E2A). La surveillance du bien-

être animal a été priorisée sur l’ensemble des procédures réalisées.  
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Figure 46 : Expression de l’annexine A1 dans différentes lignées cellulaires de cancer du sein et de 

mélanome. L’analyse de l’expression de l’ANXA1 a été réalisée par RT-qPCR sur des lignées humaines 

de cancer du sein (A) et de mélanome (B). La quantification a été réalisée selon la méthode des Ct 

en utilisant comme référence la lignée T47d et SK-MEL-3 pour le cancer du sein et le mélanome 

respectivement.  Le niveau protéique de l’ANXA1 dans des lignées humaines et murines de cancer du 

sein (C) et de mélanome (D) a été analysé par western blot. Les cellules ont été traitées ou non avec 

de l’EGTA, un chélateur du calcium, avant d’être lysées. Le niveau de l’ANXA1 a été normalisé aux 

protéines totales grâce à la technologie « stain free » et la quantification correspond à la bande de 37 

kDa. TN, triple négatif. 
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Les souris mâles et femelles C57Bl6/J (WT) ont été fournies par Charles River (n=17) et les souris 

invalidées pour l’Anxa1 (KO, « knock-out », n=13) par le Dr Gaëtan Juban (Université Claude Bernard, 

UMR CNRS 5310, INSERM U1217, Lyon, France). Les cellules murines de mélanome B16Bl6 ont été 

suspendues dans du DPBS puis injectées (J0) en sous-cutané au niveau du flanc droit des souris (2x105). 

La veille de l’injection des cellules (J-1) et à J6 et J13, les souris ont été traitées en intra-péritonéal avec 

du NaCl (WT n=6, KO n=5), l’isotype contrôle (2 µg/mL, WT n=5, KO n=4) ou le VJ4B6 (2 µg/mL, WT 

n=6, KO n=4). Des injections intra-tumorales de NaCl ont été réalisées 9 et 14 jours après l’injection 

des cellules afin de favoriser la formation de métastases pulmonaires. Tout au long de l’étude, le poids 

des souris a été contrôlé trois fois par semaine tout comme le volume tumoral. Ce dernier a été calculé 

avec la formule suivante : (L x l²) / 2 avec L et l représentant respectivement la longueur et la largeur 

en millimètre. Les animaux ont été mis à mort à J19 par dislocation cervicale. Les métastases 

pulmonaires ont été comptées à l’aide d’une loupe binoculaire après rinçage des poumons dans du 

DPBS. 

 

3- Résultats 

 

3.1- Caractérisation de l’expression et de la localisation de l’ANXA1 

 

3.1.1- Expression de l’ANXA1 dans différentes lignées cellulaires  

 

Afin de déterminer le niveau d’expression relatif de l’ANXA1 dans les lignées cellulaires de CS 

et de mélanome, nous avons réalisé des études de RT-qPCR. Pour le cancer du sein nous avons analysé 

des lignées humaines luminales T74D et MCF7/MCF7-luc (expression des récepteurs hormonaux) ainsi 

que plusieurs lignées TN. Pour le mélanome nous avons choisi la lignée humaine peu invasive SK-MEL-

3 et les lignées invasives SK-MEL-28 et A375-MA2 [202], [268], [269]. On observe très nettement une 

surexpression de l’ANXA1 dans les lignées TN par rapport aux lignées luminales (Figure 46A). Pour le 

mélanome, il est notable que les lignées présentant des capacités invasives importantes SK-MEL-28 et 

A375-MA2 expriment plus d’ANXA1 que la lignée SK-MEL-3 (Figure 46B). Nous avons également étudié 

deux types cellulaires murins, les cellules TN 4T1 pour le CS et B16Bl6 pour le mélanome. Pour la lignée 

4T1, le Ct est plutôt similaire aux lignées TN alors que pour la lignée B16Bl6 la valeur du Ct est plus 

proche de celui de la lignée SK-MEL-3.  



  
 

 

 ANXA1 
Lignées cellulaires Totale Membranaire 

MCF7-luc 83,4% (705) 54,3% (160) 
MDA-MB-231-luc 95,1% (1987) 14,4% (143) 

SUM149 69,4 (2337) 77,0% (231) 
4T1 16,3% (154) 1,3% (154) 

SK-MEL-3 99,7% (933) 13,5% (140) 
SK-MEL-28 98,4% (967) 5,4% (166) 
A375-MA2 99,7% (2084) 23,4% (152) 

B16Bl6 98,4% (815) 4,8% (136) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 6 : Analyse de l’annexine A1 totale et membranaire par cytométrie en flux. 
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Nous avons ensuite comparé ces données d’expression au niveau protéique de l’ANXA1. Pour 

cela, les lysats cellulaires ont été analysés par western blot. Pour les lignées de CS, on retrouve bien un 

niveau protéique plus élevé chez les cellules TN par rapport à la lignée non TN MCF7-luc. Cependant, 

le niveau d’ANXA1 pour la lignée murine 4T1 est très faible. L’anticorps utilisé possède peut-être une 

réactivité plus élevée pour la protéine humaine que pour la protéine murine (Figure 46C). En ce qui 

concerne les lignées de mélanome, la lignée peu invasive SK-MEL-3 présente un faible niveau de 

l’ANXA1 par rapport aux lignées SK-MEL-28 et A375-MA2. La lignée murine B16Bl6 présente quant à 

elle un niveau plutôt intermédiaire (Figure 46D). On peut également noter, notamment pour les 

cellules SK-MEL-28 et A375-MA2, la présence de la forme clivée de l’ANXA1 à 33kDa.  

 

3.1.2- Mise en évidence de l’ANXA1 extracellulaire (membranaire et sécrétée) 

 

Dans cette étude, notre objectif principal est de mieux comprendre l’implication de l’ANXA1 

extracellulaire dans l’agressivité tumorale. Pour cela nous avons donc analysé par différentes 

techniques l’ANXA1 extracellulaire membranaire et sécrétée.  

 

 Dans un premier temps nous avons réalisé une étude de cytométrie en flux sur des cellules 

perméabilisées et non perméabilisées pour détecter respectivement l’ANXA1 intracellulaire et 

membranaire, et l’ANXA1 membranaire. Les résultats présentés dans le Tableau 6 regroupent les 

pourcentages de cellules marquées ainsi que les MFI. Toutes les lignées de cancer du sein (lignes roses) 

présentent un pourcentage de cellules positives à l’ANXA1 important (supérieur à 69%) sauf la lignée 

murine 4T1 (inférieur à 20%). Cependant les deux lignées humaines TN MDA-MB-231-luc et SUM149 

ont une MFI environ trois fois supérieure à la lignée non TN MCF7-luc. Pour les lignées de mélanome 

(lignes bleues), le pourcentage de cellules positives pour l’ANXA1 est presque de 100%. Par contre, la 

lignée A375-MA2 possède une MFI plus de deux fois supérieure aux autres lignées. Ce résultat 

s’accorde avec les données de RT-qPCR qui montraient que la lignée A375-MA2 exprime très fortement 

l’ANXA1 par rapport aux autres cellules de mélanome qui présentent des MFI faibles (Figure 46B).  

 L’analyse des cellules non perméabilisées montre que de façon globale et pour presque toutes 

les lignées (sauf SUM149) les pourcentages de cellules positives pour l’ANXA1 membranaire ainsi que 

les MFI sont bien plus faibles que sur les cellules perméabilisées (Tableau 6). Contrairement aux 

précédentes analyses, l’étude spécifique de l’ANXA1 membranaire ne semble pas permettre de 

discriminer les cellules TN des non TN, ni les mélanomes plus ou moins invasifs. Pour le cancer du sein,  
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Figure 47 : Sécrétion de l’annexine A1 par différentes lignées cellulaires de cancer du sein et de 

mélanome. Les surnageants de culture de cellules de cancer du sein (A&C) et de mélanome (B&D) ont 

été étudiés par western blot afin d’identifier l’ANXA1 sécrétées par ces dernières. L’ajout d’EGTA, un 

chélateur du calcium permet également de récupérer l’ANXA1 fixée au niveau du feuillet externe de la 

membrane plasmique de façon dépendante du calcium. L’équivalent d’un puits d’une plaque 6 puits 

de cellules a été déposé pour chaque type cellulaire. (C&D) Le ratio de la quantité d’ANXA1 (37 kDa) 

avec et sans EGTA a été calculé afin d’estimer la quantité d’ANXA1 présente à la membrane. Plus le 

ratio EGTA+/EGTA- est élevé plus l’EGTA a décroché d’ANXA1 membranaire.  
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ce sont les lignées SUM149 (77,0%, MFI 231) et MCF7-luc (54,3%, MFI 160) qui possèdent le plus 

d’ANXA1 membranaire et pour le mélanome les lignées A375-MA2 (23,4%, MFI 152) et SK-MEL-3 

(13,5%, MFI 140). 

 

 Nous nous sommes dans un second temps consacrés à l’étude de l’ANXA1 sécrétée. Pour cela, 

les surnageants de culture ont été analysés par western blot (Figure 47). Pour les cellules de cancer du 

sein, seule la lignée MDA-MB-231-luc (TN) est capable de rapidement libérer dans le surnageant une 

quantité détectable d’ANXA1 (Figure 47A). Les cellules humaines de mélanomes sont quant à elles 

capables de sécréter de l’ANXA1 (Figure 47B). Le traitement des cellules avec l’EGTA permet de 

décrocher l’ANXA1 du feuillet externe de la membrane plasmique et ainsi d’avoir accès à la totalité de 

l’ANXA1 extracellulaire (membranaire et sécrétée). Pour toutes les cellules humaines, l’EGTA permet 

d’augmenter de façon importante la détection de l’ANXA1 dans les surnageants (Figure 47A&B). Le 

ratio EGTA+/EGTA- permet d’estimer la quantité d’ANXA1 présente au niveau de la membrane. Les 

données de ratios sont cohérentes avec l’analyse CMF de l’ANXA1 présente à la membrane puisque 

les lignées MCF7-luc (114,3) et SUM149 (46,0) et A375-MA2 (99,2) et SK-MEL-3 (33,8) ont les ratios les 

plus élevés pour le cancer du sein et le mélanome respectivement (Figure 47C&D). On peut de plus 

noter chez certaines lignées, notamment en présence d’EGTA, l’apparition légère de la forme clivée de 

l’ANXA1 dans les surnageants de culture (forme à 33 kDa) (Figure 47A&B). L’EGTA a également été 

utilisé pour l’analyse des lysats cellulaires. Cependant, contrairement à ce que l’on attendait, l’ajout 

d’EGTA n’entraîne pas systématiquement une diminution de la détection de l’ANXA1 (Figure 46C&D). 

On peut émettre l’hypothèse qu’en éliminant l’ANXA1 liée au feuillet externe de la membrane 

plasmique, l’EGTA déclenche un processus de compensation, menant à une sur-régulation de la 

protéine. De plus, pour certains types cellulaires, particulièrement les lignées SUM149, SK-MEL-28 et 

A375-MA2, l’ajout du chélateur diminue fortement la détection de la forme clivée de l’ANXA1, 

suggérant que cette dernière est majoritairement présente au niveau du feuillet externe de la 

membrane plasmique des cellules.  

 

3.2- Blocage de l’ANXA1 extracellulaire par un anticorps spécifique : effet sur la 

migration in vitro  

 

Afin de tester l’implication de l’ANXA1 dans la migration cellulaire, qui constitue une des 

caractéristiques d’agressivité des tumeurs, nous avons utilisé un anticorps bloquant : le VJ4B6. Nous  
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Figure 48 : Reconnaissance de l’annexine A1 recombinante humaine par le VJ4B6. Afin de tester les 

capacités de reconnaissance du VJ4B6 vis-à-vis de l’ANXA1, un dot blot (A) et un western blot (B) ont 

été réalisés avec des quantités croissantes d’ANXA1 recombinante. Le VJ4B6 a été comparé à un 

anticorps commercial de chez Invitrogen (71-3400). 

 

 

 

 

Tableau 7 : Reconnaissance de l’annexine A1 totale et membranaire par le VJ4B6 en cytométrie en 

flux. 

 

Pourcentage de cellules marquées (intensité de fluorescence moyenne, MFI) 

 

 

 

 

 71-3400 VJ4B6 
Lignées cellulaires Totale Membranaire Totale Membranaire 

MCF7-luc 83,4% (705) 54,3% (160) 76,9% (341) 1,1% (257) 
MDA-MB-231-luc 95,1% (1987) 14,4% (143) 84,9% (623) 4,0% (147) 

SUM149 69,4 (2337) 77,0% (231) 73,0% (487) 1,5% (331) 
4T1 16,3% (154) 1,3% (154) 4,3% (268) 0,5% (213) 

SK-MEL-3 99,7% (933) 13,5% (140) 59,0% (279) 0.5% (295) 
SK-MEL-28 98,4% (967) 5,4% (166) 65,5% (877) 2,6% (151) 
A375-MA2 99,7% (2084) 23,4% (152) 97,6% (1215) 1,8% (314) 

B16Bl6 98,4% (815) 4,8% (136) 39,5% (244) 0.3% (144) 
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avons réalisé cette étude sur les lignées MDA-MB-231-luc et SK-MEL-28 pour le CSTN et le mélanome 

respectivement. Ces deux lignées ont été sélectionnées sur deux critères principaux : la présence 

d’ANXA1 extracellulaire à la fois membranaire et sécrétée ainsi que leurs capacités migratoires. Au 

préalable, nous avons dans un premier temps réalisé quelques tests de reconnaissance de l’ANXA1 par 

le VJ4B6. 

 

3.2.1- Validation du VJ4B6 pour les lignées de cancer du sein triple négatif et 

de mélanome 

 

Le VJ4B6 est un anticorps monoclonal issu d’un hybridome de souris. Il est dirigé contre 

l’ANXA1 humaine et a été développé et breveté par les Professeurs Fulvio D’Acquisto et Mauro 

Perretti. Cet isotype IgG2b est également humanisé. Dans cette étude la forme non humanisée a été 

utilisée. Il est produit par l’intermédiaire d’un hybridome formé à partir de lymphocytes de souris et 

d’un myélome murin. Des études en CMF ont permis de valider les capacités de reconnaissance du 

VJ4B6 sur des cellules immunitaires humaines et murines perméabilisées. Les capacités de blocage de 

l’ANXA1 ont également été démontrées sur des lymphocytes. En effet, le VJ4B6 permet bien de 

bloquer leur prolifération et leur activation à 50 et 500 ng/mL [270] (Annexe 2&3).  

 Afin de compléter les données déjà disponibles dans le brevet du VJ4B6, nous avons réalisé 

des expériences complémentaires afin de comparer ses capacités de reconnaissance à un anticorps 

commercial (71-3400, Invitrogen). Dans un premier temps, nous avons réalisé un dot blot (Figure 48A) 

et un western blot (Figure 48B) à l’aide de différentes quantités d’ANXA1 recombinante humaine. 

Cette étude nous a permis de montrer que le VJ4B6 est bien capable de détecter l’ANXA1 mais que 

des quantités plus importantes sont nécessaires par rapport à l’anticorps commercial polyclonal 

(Figure 48). Les capacités de reconnaissance de l’ANXA1 par le VJ4B6 au niveau des cellules tumorales 

ont ensuite été analysées par CMF (Tableau 7). En ce qui concerne les cellules perméabilisées, les 

pourcentages de cellules positives pour l’ANXA1 et les MFI sont globalement plus faibles lorsque la 

détection est réalisée avec le VJ4B6 relativement à l’anticorps commercial. Cependant avec les deux 

types d’anticorps, ce sont les lignées TN MDA-MB-231-luc et SUM149 et la lignée de mélanome A375-

MA2 qui présentent les MFI les plus élevées. Pour le marquage membranaire, le VJ4B6 détecte moins 

de cellules marquées mais les MFI sont relativement similaires voire supérieures à celles obtenues avec 

l’anticorps commercial. On peut suggérer que le VJ4B6 serait plus spécifique puisqu’il détecte moins 

de cellules mais un signal ANXA1 plus important. 
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Figure 49 : L’anticorps bloquant VJ4B6 à 50 ng/mL n’influe pas sur la migration cellulaire. Les cellules 

de cancer du sein triple négatif MDA-MB-231-luc (A&B) et de mélanome SK-MEL-28 (C&D) ont été 

traitées avec du milieu de culture seul (CTRL) ou contenant un IgG contrôle ou l’anticorps bloquant de 

l’ANXA1 : VJ4B6 à 50 ng/mL. (A&C) Des photos ont été prises à différents temps afin de suivre les 

capacités migratoires des cellules. (B&D) Le pourcentage de fermeture de l’espace intercellulaire a été 

calculé relativement au temps 0 (T0h) qui correspond au moment du traitement. Les données 

présentent la moyenne ± écart-type et sont représentatives de deux expériences indépendantes pour 

la lignée MDA-MB-231-luc et trois pour SK-MEL-28. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 50 : L’anticorps bloquant VJ4B6 à 20 µg/mL n’influe pas sur la migration cellulaire. Les cellules 

de cancer du sein triple négatif MDA-MB-231-luc (A&B) et de mélanome A375-MA2 (C&D) ont été 

traitées avec du milieu de culture seul (CTRL) ou contenant un IgG contrôle ou l’anticorps bloquant de 

l’ANXA1 : VJ4B6 à 20 µg/mL. (A&C) Des photos ont été prises à différents temps afin de suivre les 

capacités migratoires des cellules. (B&D) Le pourcentage de fermeture de l’espace intercellulaire a été 

calculé relativement au temps 0 (T0h) qui correspond au moment du traitement. Les données 

présentent la moyenne ± écart-type et sont représentatives de deux expériences indépendantes pour 

la lignée MDA-MB-231-luc et trois pour A375-MA2. 
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3.2.2- Absence d’efficacité du VJ4B6 sur la migration in vitro  

 

Pour tester l’implication de l’ANXA1 dans les capacités migratoires des cellules MDA-MB-231-

luc et SK-MEL-28, nous avons projeté de bloquer son action grâce au VJ4B6. Les cellules ont été traitées 

avec 50 ng/mL de VJ4B6 au moment de la création de l’espace intercellulaire (retrait des inserts) puis 

laissées migrer pendant 10 h. Pour les deux lignées cellulaires, l’évolution de la migration est similaire 

dans les trois conditions d’étude : contrôle milieu de culture (CTRL), IgG contrôle (IgG) et VJ4B6 (Figure 

49). 

En utilisant le VJ4B6 à 50 ng/mL nous nous sommes placés à une concentration permettant 

d’obtenir un effet inhibiteur de l’anticorps sur la prolifération et la libération d’IL-12 des lymphocytes 

[270]. L’anticorps n’ayant aucun effet sur la migration des cellules, nous nous sommes interrogés sur 

la concentration à appliquer. En effet, les concentrations utilisées dans le brevet sont appliquées à des 

cellules immunitaires, il est donc possible qu’elles ne conviennent pas dans le cadre de cellules 

cancéreuses. De plus nous avons vu précédemment que la part extracellulaire de l’ANXA1 dans nos 

différentes cellules tumorales est relativement faible par rapport à l’ANXA1 totale. Les données de la 

littérature concernant le ciblage et le blocage de protéines membranaires comme HER2 et 

tétraspanine 8 (Tspan8) à l’aide d’anticorps emploient en effet des concentrations bien plus élevées. 

Pour les expérimentations in vitro de type migration et invasion, les anticorps bloquants ciblant HER2 

sont utilisés à 10 µg/mL [271]–[273] et Tspan8 à 15-20 µg/mL [274], [275]. Une nouvelle expérience a 

donc été réalisée avec le VJ4B6 à 20 µg/mL. Nous avons également choisi d’utiliser la lignée A375-MA2 

connue pour son agressivité in vivo [269]. Nos précédentes analyses ont de plus permis de montrer 

que cette lignée cellulaire exprime fortement l’ANXA1 (Figure 46B), et nous avons mis en évidence la 

présence importante de la protéine au niveau de la membrane externe (Tableau 6). L’ANXA1 se lie aux 

membranes de façon calcium dépendante et la présence de ce calcium lui permet d’acquérir une 

conformation plus « active » (domaine Nter libre) [21], [22]. Il est donc possible que la reconnaissance 

par le VJ4B6 soit facilitée au niveau de la membrane. Dans les conditions utilisées, le VJ4B6 ne modifie 

pas la migration cellulaire des lignées A375-MA2 et MDA-MB-231-luc (Figure 50). On peut noter que 

pour cette expérience, la migration des MDA-MB-231-luc est plus lente que pour l’analyse précédente 

(Figure 49). Ceci peut s’expliquer par le fait que la confluence à T0h est légèrement inférieure par 

rapport à l’analyse avec 50 ng/mL de VJ4B6. 
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Figure 51 : Le blocage de l’annexine A1 avec le VJ4B6 n’influe pas sur le développement et la 

progression tumorale des cellules de mélanome murin B16Bl6. (A) Chez les souris WT (ANXA1 +/+), 

le VJ4B6 va avoir pour cible à la fois l’ANXA1 extracellulaire issu des cellules tumorales et des cellules 

stromales. Cependant, chez les souris KO (ANXA1 -/-), les cellules stromales n’expriment pas l’ANXA1. 

Le VJ4B6 va donc cibler spécifiquement l’ANXA1 extracellulaire issue des cellules tumorales. (B) Les 

souris C57Bl6/J sauvages (WT, n=17) ou invalidées pour l’Anxa1 (KO, n=13) ont été injectées en sous-

cutané avec les cellules B16Bl6. Le suivi du volume tumoral et du poids des souris a été réalisé trois 

fois par semaine. Les injections des différents traitements NaCl (WT n=6, KO n=5), IgG contrôle (2 

µg/mL, WT n=5, KO n=4) et VJ4B6 (2 µg/mL, WT n=6, KO n=4) ont été réalisées en intra-péritonéal la 

veille de l’injection des cellules tumorales puis une fois par semaine. Afin de favoriser la formation de 

métastases, des injections intra-tumorales de sérum physiologique ont été réalisées 9 et 14 jours après 

l’injection des cellules. Les souris ont été sacrifiées 19 jours après l’injection des cellules. (C) Le volume 

tumoral ainsi que la croissance tumorale (D) ont été déterminés comme décrit dans la section 

matériels et méthodes. Les lignes pleines correspondent aux souris WT et les pointillées au souris KO. 

(E) Lors du sacrifice, les métastases pulmonaires ont été comptées à l’aide d’une loupe binoculaire 

pour chacun des groupes de souris. Les données représentent la moyenne ± écart-type. 
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3.3- Absence d’efficacité du VJ4B6 sur la croissance tumorale 

 

L’environnement tumoral est très complexe et ne se résume pas aux cellules tumorales. En effet, ces 

dernières sont en interaction permanente avec leur microenvironnement qui peut influencer leur 

comportement et leur évolution. Nous avons donc également étudié le rôle de l’ANXA1 tumorale 

extracellulaire in vivo. Pour cela, nous avons utilisé des souris invalidées pour l’Anxa1 (KO) fournies par 

le Dr Gaëtan Juban. L’utilisation de ces animaux KO permet de s’affranchir de l’ANXA1 extracellulaire 

pouvant provenir des cellules du microenvironnement, notamment les cellules immunitaires. Des 

souris sauvages (WT) ont également été utilisées afin de cibler, dans ce cas, l’ensemble de l’ANXA1 

extracellulaire présente au niveau de la tumeur (Figure 51A). Pour cette étude nous avons utilisé un 

modèle syngénique afin de tenir compte de la composante immunitaire au cours de l’expérimentation. 

En effet le lien entre ANXA1 et immunité est bien connu, tout comme l’influence du 

microenvironnement immunitaire sur la croissance et l’agressivité tumorale (cf partie 3, paragraphe 

1.1). Les cellules B16Bl6 murine ont donc été utilisées pour cette analyse. Le protocole d’étude suivi 

est représenté en Figure 51B. Le volume ainsi que la croissance tumorale ont été suivis pour chacun 

des groupes (NaCl, IgG, VJ4B6). Quel que soit les groupes, l’anticorps bloquant ne semble pas affecter 

l’évolution des volumes tumoraux, ni la croissance tumorale (Figure 51C&D). De façon similaire, le 

VJ4B6 n’agit pas sur la formation des métastases pulmonaires (Figure 51E). L’ANXA1 extracellulaire ne 

semble donc pas être impliquée dans la progression et la dissémination du mélanome ou le VJ4B6 n’est 

pas suffisamment efficace pour bloquer l’action de l’ANXA1 dans ces conditions d’études. Cependant, 

il est intéressant de remarquer que les volumes tumoraux des souris KO sont, pour les trois groupes 

de traitements, inférieurs à ceux des souris WT. Les croissances tumorales sont également ralenties 

chez les souris KO (Figure 51C&D). 

 

4- Discussion 

 

Plusieurs études ont permis de montrer que l’ANXA1 est dérégulée dans de nombreux types 

de cancers et que cette protéine est impliquée dans les processus de prolifération, de migration ou 

encore d’invasion. L’utilisation d’un peptide mimant la partie Nter de l’ANXA1 a permis de montrer 

que l’apport exogène de la protéine dans le milieu environnant permet de stimuler les cellules 

tumorales. L’observation que certaines cellules tumorales sont capables de sécréter de l’ANXA1 laisse 

penser que cette protéine, une fois externalisée, pourrait également favoriser le développement et  
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l’agressivité tumorale. Notre objectif a donc été d’évaluer l’influence de cette ANXA1 extracellulaire 

tumorale sur la migration in vitro et également sur le développement et la dissémination tumorale in 

vivo.  

 

Dans un premier temps, l’expression ainsi que la localisation cellulaire de l’ANXA1 ont été 

étudiées par différentes techniques dans des cellules de CS et de mélanome (Figure 46&47, Tableau 

6). Ceci nous a permis de montrer que l’expression de l’ANXA1 est variable entre les lignées d’un même 

type de cancer, mais également que certaines lignées cellulaires présentent de l’ANXA1 extracellulaire 

sous forme membranaire et/ou sécrétée.  

Nous avons retrouvé une surexpression de l’ANXA1 dans les lignées cellulaires TN humaines 

relativement aux non TN (Figure 46A&C, Tableau 6) comme déjà décrit dans la littérature [151], [158]–

[161]. Cependant, la lignée 4T1 présente un niveau protéique d’ANXA1 plus faible par rapport aux 

lignées MDA-MB-231-luc et SUM149 (Figure 46C). Ceci peut être dû à une reconnaissance plus faible 

de la protéine murine par l’anticorps. Cependant, une étude de De Graauw a également montré cette 

différences d’expression entre les lignées cellulaires 4T1 et MDA-MB-231-luc [175]. Nous avons de plus 

observé une présence plus importante d’ANXA1 chez les lignées humaines de mélanome possédant 

les capacités invasives les plus importantes : SK-MEL-28 et A375-MA2 (Figure 46B&D, Tableau 6). Ces 

données confortent de précédents résultats montrant la présence préférentielle de l’ANXA1 dans les 

lignées cellulaires invasives [196], [198]. De plus, Rondepierre et ses collaborateurs ont mis en lumière 

une surexpression de l’ANXA1 chez les cellules B16Bl6 capables de former des métastases pulmonaires 

in vivo, par rapport aux cellules B16F10 dont elles dérivent et qui ne forment pas de métastases [199]. 

L’ensemble de ces résultats soutient donc le rôle de l’ANXA1 dans le phénotype agressif des cellules 

tumorales.  

L’ANXA1 extracellulaire a été étudiée par CMF et par western blot (Tableau 6, Figure 47). Ces 

études ont permis de montrer que la part extracellulaire de l’ANXA1 est moins abondante que 

l’intracellulaire. Ce résultat correspond avec la localisation préférentiellement cytosolique de l’ANXA1 

[6]. Contrairement à l’analyse de l’ANXA1 totale, l’étude de sa localisation membranaire ne permet 

pas de discriminer les lignées TN des non TN et de stratifier les mélanomes en fonction de leurs 

capacités invasives (Tableau 6). Cependant, les lignées invasives SK-MEL-28 et MDA-MB-231-luc sont 

capables de sécréter plus d’ANXA1 que les autres lignées cellulaires de mélanome et de CS 

respectivement (Figure 47). Même si peu d’études se sont intéressées à l’ANXA1 tumorale 

extracellulaire, certaines ont montré que la lignée luminale MCF7 possède de l’ANXA1 membranaire 

mais n’est pas capable de sécréter la protéine [168], [169]. Par contre la lignée TN MDA-MB-231  
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sécrète de l’ANXA1 [169]. La différence entre les cellules TN et non TN pourrait donc s’établir plutôt 

sur leurs capacités sécrétoires qu’au niveau de la localisation membranaire de l’ANXA1. Plusieurs 

travaux réalisés au laboratoire ont également permis de mettre en évidence la capacité de différentes 

lignées de mélanome à sécréter de l’ANXA1. La lignée A375, dont dérive les cellules A375-MA2, 

présente de l’ANXA1 au niveau de sa membrane et sécrète cette dernière de façon plus importante 

que les lignées M3Dau et WM1552C moins invasives [196], [202].  

Plusieurs études se sont intéressées au clivage de l’ANXA1 dans le cadre de l’inflammation et 

du cancer. En effet il a été montré que le clivage de la protéine par PR3 ou la calpaïne I est associé à 

des effets pro-inflammatoires [72], [73]. De plus, le blocage du clivage de l’ANXA1 dépendant de la 

cathepsine D dans les cellules de CSTN MDA-MB-231 limite leur agressivité in vitro [170]. De façon 

intéressante, nous avons observé chez les cellules MDA-MB-231-luc, SK-MEL-28 et A375-MA2 la 

présence d’ANXA1 clivée extracellulaire, principalement membranaire (Figure 46C&D, Figure 47A&B). 

En effet l’ajout de l’EGTA diminue la présence de la forme clivée dans les lysats cellulaires et l’augmente 

dans les surnageants de culture. Ceci suggère que le clivage de l’ANXA1 se fait principalement au 

niveau de la membrane de ces cellules. De plus, on peut noter que les cellules présentant la forme 

clivée possèdent des capacités à la fois migratoires et invasives. Plusieurs études ont déjà montré ou 

suggéré que le clivage de l’ANXA1 ait lieu dans le compartiment extracellulaire, particulièrement au 

niveau de la membrane plasmique [71], [121], [169], [202]. De plus, la forme clivée apparait 

préférentiellement au niveau des lignées les plus agressives. Par exemple, à l’inverse de la lignée 

luminale MCF7, les cellules TN MDA-MB-231 possèdent de l’ANXA1 sous sa forme 33 kDa [169], [170]. 

Des résultats précédemment publiés par le laboratoire ont également montré une corrélation positive 

entre la présence de la forme clivée et les capacités invasives des cellules de mélanome [202]. Nos 

résultats confortent donc les données précédemment obtenues pour la lignée MDA-MB-231-luc et 

renforcent les données sur le clivage de l’ANXA1 dans lignées de mélanome SK-MEL-28 et A375-MA2. 

L’importance de la part extracellulaire de l’ANXA1 (notamment sécrétée et/ou clivée) dans 

des processus associés à l’agressivité des cellules tumorales tels que la migration ou encore 

l’invasion est mise en exergue dans l’ensemble de ces données. Cependant des études statistiques 

de corrélation sont nécessaires afin de confirmer un réel lien entre l’ANXA1 extracellulaire et ces 

processus et de discriminer l’action de ses différentes formes (membranaire/sécrétée, totale/clivée) 

dans plusieurs lignées cellulaires. De plus, cette hypothèse ne semble pas définir une généralité 

puisque certaines lignées agressives ne sécrètent pas d’ANXA1 et ne présentent pas la forme clivée 

comme par exemple les cellules de carcinome pancréatique PANC-1 [121]. A l’inverse, les cellules 

épithéliales mammaires MCF-10A (non tumorales) libèrent de l’ANXA1 sous forme clivée [169].  
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Dans cette étude nous avons choisi une stratégie visant à bloquer l’action de l’ANXA1 

extracellulaire. Pour ce faire, les cellules MDA-MB-231-luc, SK-MEL-28 et A375-MA2 ont été traitées 

avec un anticorps bloquant, le VJ4B6. L’utilisation de l’ANXA1 recombinante humaine et les études de 

CMF ont permis de montrer que le VJ4B6 reconnait la protéine (Figure 48, Tableau 7). Ces données 

complètent celles déjà disponibles dans le brevet de l’anticorps. Les différences observées avec 

l’anticorps commercial (71-3400, Invitrogen) peuvent s’expliquer de différentes façons. Dans un 

premier temps, l’anticorps 71-3400 est polyclonal et peut donc reconnaitre plusieurs épitopes au 

niveau de l’ANXA1 contrairement au VJ4B6 qui est monoclonal. L’affinité des deux anticorps avec 

l’ANXA1 peut également différer. Notre étude est aussi limitée par le fait que nous n’avons pas pu 

accéder à la concentration de l’anticorps commercial, les deux anticorps n’ont donc pas été utilisés à 

des quantités égales. Il est également plus que probable que les sites de reconnaissance des deux 

anticorps soient différents et que leur accessibilité ne soit donc pas la même, particulièrement dans 

un contexte cellulaire où la protéine peut présenter différentes conformations. Nous savons 

notamment que le VJ4B6 ne reconnaît que la forme intacte non clivée de la protéine contrairement à 

l’anticorps commercial. 

Malgré notre stratégie d’augmenter la concentration du VJ4B6 (de 50 ng/mL à 20 µg/mL), ce 

dernier n’a pas eu d’influence sur la migration des cellules MDA-MB-231-luc et A375-MA2 (Figure 

49&50). Ceci peut s’expliquer par deux hypothèses, (i) l’ANXA1 extracellulaire n’est pas impliquée dans 

la migration tumorale dans nos condition d’études ou (ii) l’anticorps ne permet pas de bloquer la forme 

active de l’ANXA1. (i) De nombreuses études ont montré que l’ANXA1 tumorale est capable de stimuler 

la migration cellulaire dans différents types de cancer comme le cancer du pancréas [120]–[122], du 

foie [104], de l’œsophage [118], [136], de l’estomac [111], [134], du poumon [119], du sein [161], [165], 

[167], [169], [171], [276] ou encore le cancer nasopharyngé [114]. Ces études se sont basées sur la 

modification de l’expression de la protéine dans les cellules tumorales. En revanche, peu d’analyses se 

sont focalisées sur le rôle de l’ANXA1 extracellulaire issue des cellules tumorales. Cependant 

l’utilisation du peptide Ac2-26 s’est montrée efficace pour stimuler la migration des cellules 

cancéreuses mammaires MDA-MB-231 et pancréatiques MIA PaCa-2 et PANC-1 [121], [169]. De plus, 

ces cellules présentent à leur surface les récepteurs FPR de type FPR1. Les récepteurs FPR sont 

également présents à la surface de cellules de mélanome comme SK-MEL-3 et A375 [196]. Ces données 

suggèrent donc un rôle extracellulaire de l’ANXA1 sur la migration. Nous avons également étudié les 

récepteurs FPR au niveau ARN et protéique. Cependant pour toutes les lignées cellulaires étudiées 

(T47d, MCF7, MCF7-luc, SUM1315, SL, SB, HCC1937, SUM149, MDA-MB-436, MDA-MB-231, MDA-MB-

231-luc, 4T1, SK-MEL-3, SK-MEL-28, A375-MA2, B16Bl6), l’expression des trois types de récepteurs est 

très faible voire nulle, avec de façon surprenante un niveau plus élevé de FPR3. Notre étude de CMF a  
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également montré une très faible présence du récepteur FPR2 à la surface des cellules. Au vu des 

données de la littérature il serait intéressant d’effectuer également cette étude sur les récepteurs FPR1 

puisque certaines lignées cellulaires n’exposent à leur surface que certains types de FPR [121], [169]. 

Le traitement des cellules tumorales avec le peptide Ac2-26 pourrait permettre d’étudier si la quantité 

de FPR présents à la surface des cellules tumorales est suffisante pour déclencher une signalisation 

cellulaire. (ii) L’étude sur les lignées de cancer pancréatique utilisant également un anticorps dirigé 

contre l’ANXA1 a permis de montrer que ce dernier est efficace pour limiter la migration des cellules 

MIA PaCa-2 capables de sécréter de l’ANXA1 mais pas les PANC-1 qui ne sécrètent pas la protéine 

[121]. Le ciblage de l’ANXA1 extracellulaire à l’aide d’anticorps est donc une stratégie intéressante. Au 

vu des données concernant le peptide précédemment évoqué, l’action de l’ANXA1 extracellulaire est 

possible grâce au domaine Nter de la protéine. Ce dernier peut être lié à la protéine ou libre dans le 

milieu extracellulaire suite au clivage de la protéine. Le VJ4B6 n’est pas capable de se lier au peptide 

libre et ne peut donc pas bloquer son action. Il serait donc intéressant de déterminer si l’anticorps une 

fois lié à l’ANXA1 sous sa forme intacte permet d’inhiber ou non son clivage. Si ce n’est pas le cas, ceci 

pourrait expliquer son inefficacité à ralentir la migration cellulaire. Il serait alors intéressant de 

combiner son utilisation à un inhibiteur du clivage de l’ANXA1. En effet, le VJ4B6 ciblerait la protéine 

sous sa forme intacte et l’inhibiteur permettrait de s’affranchir de la formation du peptide bioactif non 

ciblé par l’anticorps. L’inhibition du clivage de l’ANXA1 par la cathepsine D s’est d’ailleurs montrée 

récemment efficace dans le cancer du sein. En effet, la pepstatine A permet de diminuer la migration 

et l’invasion des cellules MDA-MB-231 in vitro [170]. Il serait également pertinent de tester en parallèle 

du VJ4B6 une stratégie d’étude de l’ANXA1 extracellulaire ne visant pas à bloquer son action. Belvedere 

et ses collaborateurs ont par exemple montré que le surnageant des cellules MIA PaCa-2 capables de 

sécréter de l’ANXA1 permet de stimuler la migration des cellules PANC-1. Cet effet stimulateur est 

aboli lorsque le surnageant contient un anticorps ciblant l’ANXA1. A l’inverse le traitement des cellules 

MIA PaCa-2 avec le surnageant des cellules PANC-1 qui ne libèrent pas d’ANXA1 n’a aucun effet sur 

leur migration [121].  

En ce qui concerne notre analyse in vivo préliminaire, le VJ4B6 n’a eu d’effet ni sur la croissance 

ni sur la dissémination tumorale (Figure 51). Cependant, plusieurs limites peuvent être discutées quant 

à cette observation. Afin de travailler dans un modèle syngénique, au vu du lien étroit existant entre 

ANXA1 et système immunitaire, nous avons dû utiliser la lignée murine B16Bl6. Cependant, comme 

nous l’avons vu lors de la caractérisation (Tableau 6, Figure 47), cette lignée présente peu d’ANXA1 

extracellulaire ce qui limite donc le ciblage par l’anticorps. Il serait donc intéressant de rechercher une 

lignée cellulaire murine de mélanome présentant un niveau plus élevé d’ANXA1 extracellulaire. Il serait 

également possible de travailler avec les cellules humaines caractérisées lors de l’étude comme les  
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MDA-MB-231-luc, les SK-MEL-28 ou encore les A375-MA2. Cependant, dans ces conditions, l’utilisation 

de souris immunodéprimées est exigée. De plus, même si l’anticorps reconnait la protéine murine, il 

est décrit et breveté comme ciblant la forme humaine de la protéine. Il est donc possible que les 

capacités de reconnaissance in vivo soient également limitées par ce biais puisque que la protéine 

humaine et murine partage 87% d’identité protéique (88% domaine Cter et 85% domaine Nter). On 

peut également se poser la question de l’accessibilité de l’anticorps à la tumeur. Des études de bio-

distribution de l’anticorps in vivo pourraient permettre de déterminer le pourcentage de VJ4B6 injecté 

réellement présent au sein de la tumeur. Afin d’améliorer l’accessibilité à la tumeur il aurait également 

pu être intéressant de réaliser les injections du VJ4B6 en intra-tumoral. 

Comme pour les expérimentations in vitro, nous nous sommes également questionnés sur la 

dose de VJ4B6 utilisée. Cependant la disponibilité de l’anticorps n’a pas permis de réaliser une seconde 

expérience en augmentant la quantité de VJ4B6 administrée d’environ 10 µg/kg à 10 mg/kg [274]. 

Cette question de concentration est d’autant plus importante que la société Medannex vient 

récemment de rendre publique des données concernant un anticorps ciblant l’ANXA1 nommé MDX-

124 [277]. Cet anticorps n’est autre que le VJ4B6 sous sa forme humanisée et possède donc les mêmes 

régions de complémentarité de ce dernier. Dans cette étude, les auteurs ont utilisé un modèle murin 

de souris BALB/c porteuses de tumeurs orthotopiques mammaires 4T1-luc. Le traitement des souris 

avec 1 mg/kg de MDX-124 (soit cent fois plus que ce que nous avons utilisé dans notre étude) permet 

de diminuer de façon significative le volume tumoral.  

L’ensemble de nos données montre que l’utilisation de l’anticorps bloquant VJ4B6 dans nos 

conditions d’études ne permet pas de moduler l’agressivité tumorale in vitro et in vivo. Cependant il 

est très intéressant de remarquer qu’il existe entre les souris WT et les souris KO une différence au 

niveau du développement tumoral. En effet, ce dernier semble ralenti chez les souris KO n’exprimant 

pas l’Anxa1. L’ANXA1 issu des cellules stromales pourrait donc jouer un rôle important dans le 

développement tumoral. 

 

5- Conclusions et perspectives 

 

Cette étude a permis d’obtenir sur quatre lignées de cancer du sein et quatre lignées de 

mélanomes des informations concernant à la fois l’expression et la localisation de l’ANXA1. Certaines 

des lignées présentant des phénotypes agressifs connus sont capables de sécréter l’ANXA1 et 

possèdent également la forme clivée de cette dernière. Il serait intéressant pour de futures études  
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d’analyser plus précisément le rôle du clivage de l’ANXA1 en recherchant par exemple d’éventuelles 

corrélations entre ce dernier et les processus tels que la migration, l’invasion ou encore TEM par 

exemple. Le ciblage de l’ANXA1 extracellulaire avec le VJ4B6 ne s’est pas montré efficace pour limiter 

la migration in vitro et le développement tumoral in vivo. Cependant, ces résultats sont peut-être dus 

à la faible dose de traitement utilisée, des expériences complémentaires sont donc requises pour 

valider le rôle pro-métastatique de l’ANXA1 extracellulaire. Il est tout à fait possible que l’ANXA1 

libérée par les cellules tumorales ne soit pas responsable d’une autorégulation positive de ces 

dernières étant donné la très faible détection des récepteurs FPR dans les lignées cellulaires étudiées. 

L’action de cette ANXA1 pourrait être plutôt dirigée vers les cellules du microenvironnement comme 

les cellules immunitaires qui peuvent exprimer de façon notable ces FPR et ainsi réguler indirectement 

les cellules tumorales.  

Le ciblage de l’ANXA1 extracellulaire reste donc une piste intéressante pour limiter l’agressivité 

tumorale. De plus, les stratégies de ciblage utilisant des anticorps sont doublement pertinentes 

puisque ces derniers peuvent également être utilisés pour la radiothérapie dite vectorisée qui vise à 

diriger une source radioactive spécifiquement au niveau des cellules tumorales. Dans le cadre de 

l’ANXA1 qui est dans de nombreux cancers surexprimée dans les cellules tumorales, cette stratégie 

thérapeutique pourrait être étudiée. Une étude de 2004 a d’ailleurs montré que le traitement de rats 

porteurs de colonies pulmonaires (issues de cellules d’adénocarcinome mammaire 13762) avec un 

anticorps anti-ANXA1 marqué à l’iode 125 permet de considérablement améliorer leur survie par 

rapport aux rats témoins [259].  

L’étude in vivo a également permis de mettre en lumière l’implication probable de l’ANXA1 

stromale dans le développement tumoral. Cette piste est intéressante à poursuivre puisque des 

données de la littérature supposent un lien entre ANXA1 et microenvironnement tumoral (cf partie 3, 

paragraphe 2). 
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1- Présentation de l’article 

 

1.1- Contexte et objectif   

 

L’ANXA1 a très largement été décrite pour son rôle dans l’inflammation (immunité innée), 

notamment en tant que médiateur des GC. En effet, elle est exprimée par de nombreuses cellules 

immunitaires et est capable de réguler leurs fonctions. Elle limite par exemple la migration trans-

endothéliale des neutrophiles [69] et stimule leur apoptose [75]. De plus, son expression au niveau des 

macrophages permet de stimuler leur phagocytose [55], [84]. Ces propriétés anti-inflammatoires sont 

associées à la localisation extracellulaire de la protéine et notamment à sa liaison avec les récepteurs 

FPR2 [57]. Les GC sont capables de stimuler à la fois l’expression et la translocation membranaire de 

l’ANXA1 [56]. Cette dernière peut également moduler l’immunité adaptative en stimulant la 

prolifération et l’activation des lymphocytes T [97], [98].  

L’ANXA1 présente également un grand intérêt en cancérologie du fait de sa dérégulation dans 

les tissus tumoraux par rapport aux tissus sains et de son implication dans la progression tumorale. En 

effet, l’ANXA1 de certaines cellules tumorales est par exemple capable de stimuler la formation de 

métastases in vivo [111], [114], [120], [175]. En ce qui concerne le mélanome, des études 

précédemment publiées par notre équipe sur la lignée murine B16Bl6 ont permis de montrer 

l’importance de l’ANXA1 tumorale dans l’invasion in vitro [199] et in vivo [196]. Le rôle du 

microenvironnement sur le développement et la dissémination tumorale est aujourd’hui incontesté 

(cf partie 3, paragraphe 1). Plusieurs travaux soulignent le rôle de l’ANXA1 au niveau de différents 

types cellulaires de ce microenvironnement. Elle est par exemple capable de favoriser certaines 

cellules immunitaires pro-tumorales comme les macrophages de type M2 (TAM) [247] et les 

lymphocytes Treg [250]. Elle est également préférentiellement présente au niveau des endothéliums  

 

PARTIE 2 : ÉTUDE DU ROLE DE L’ANNEXINE A1 
TUMORALE ET STROMALE DANS LA PROGRESSION 

DU MÉLANOME 
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tumoraux par rapport aux sains [259], [260]. De façon intéressante, des études utilisant des souris 

n’exprimant pas l’Anxa1 ont permis de montrer l’implication de l’ANXA1 des cellules stromales dans la 

progression du cancer du sein [174], [247], [248], du poumon et du mélanome [246]. Cependant, 

l’analyse concernant le mélanome s’est basée sur l’utilisation de cellules B16 qui n’expriment pas 

l’ANXA1 et sont incapables de former des métastases.  

L’objectif de cette étude a donc été de mieux comprendre le rôle spécifique de l’ANXA1 issue des 

cellules tumorales et des cellules du microenvironnement dans la progression du mélanome. 

 

1.2- Principaux résultats   

 

NB : Les renvois aux figures et tableaux font ici référence aux numéros de l’article présenté dans le 

paragraphe 2. 

 

Dans un premier temps, nous avons caractérisé par différentes techniques l’expression ainsi 

que la localisation de l’ANXA1 dans différentes lignées cellulaires humaines de mélanome (Figure 1, 

Tableau 2). Nous avons pour cela choisi la lignée SK-MEL-3 pour laquelle le niveau protéique d’ANXA1 

avait été décrit précédemment par notre équipe [196], [202]. Nous avons également étudié deux 

nouvelles lignées humaines : SK-MEL-28 et A375-MA2. Cette étude a été plus largement présentée 

dans le paragraphe 3.1 de la partie 1. Cette étude de caractérisation nous a permis de sélectionner les 

lignées SK-MEL-28 et A375-MA2 pour les analyses de migration puisqu’elles expriment l’ANXA1 sous 

ses différentes formes (cytosolique, membranaire, sécrétée, clivée).  

Dans un second temps, nous nous sommes intéressés au rôle de l’ANXA1 tumorale dans la 

prolifération et la migration cellulaire (Figure 2). Pour cela, les cellules ont été transfectées avec un 

ARN interférent dirigé contre l’ANXA1 (siANXA1) permettant de diminuer le niveau protéique de cette 

dernière. Nous avons ainsi montré que la diminution du niveau de l’ANXA1 limite la prolifération 

cellulaire des lignées SK-MEL-28 et A375-MA2. En revanche, elle permet seulement de diminuer les 

capacités migratoires de la lignée SK-MEL-28. Nous avons également évalué l’influence d’un apport 

exogène de l’ANXA1 sur la migration cellulaire en utilisant un peptide représentant une partie active 

du domaine Nter de la protéine (Ac2-26). Contrairement à la transfection avec le siANXA1, le peptide 

n’influence pas la prolifération cellulaire mais stimule la migration des cellules A375-MA2 sans modifier 

celle des SK-MEL-28. 
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Nous nous sommes par la suite focalisés sur l’analyse de l’ANXA1 stromale en utilisant un modèle 

de souris C57Bl6/J invalidées (KO) pour l’Anxa1 (Figure 3). Ces animaux, ainsi que les souris sauvages 

(WT) correspondantes, ont été injectés en sous-cutané avec des cellules murines de mélanome B16Bl6 

qui expriment l’ANXA1. Nous avons choisi ce modèle syngénique afin d’inclure dans l’étude la 

composante immunitaire. Nous avons ainsi pu démontrer que les tumeurs développées chez les souris 

KO ont une croissance ralentie et développent moins de métastases pulmonaires que chez les souris 

WT (Figure 3). Des analyses histologiques ont également révélé une prolifération ainsi qu’une 

vascularisation plus faible au niveau des tumeurs des souris KO par rapport à celles des souris WT 

(Figure 4). L’étude de différents marqueurs de cellules immunitaires réalisée par RT-qPCR a mis en 

évidence un afflux lymphocytaire plus abondant chez les tumeurs développées en absence d’ANXA1 

environnante. Cependant, on observe à la fois une augmentation des cellules immunitaires 

cytotoxiques (LT CD8+ et NK) et pro-tumorales (LTreg) (Figure 5).  

 

1.3- Discussion   

  

L’ANXA1 présente un grand intérêt en tant que biomarqueur en oncologie. Cependant, son rôle 

exact au sein des mécanismes menant au développement et à la dissémination tumorale reste peu 

clair, voir controversé. Cette étude a donc visé à mieux comprendre le rôle de l’ANXA1 tumorale et 

non tumorale dans la progression du mélanome. Nos données révèlent que la transfection des cellules 

SK-MEL-28 et A375-MA2 avec le siANXA1 diminue leur prolifération, mais les effets sur la migration 

sont dépendants du type cellulaire. En effet le siANXA1 limite la migration des cellules SK-MEL-28 

tandis que le peptide Ac2-26 stimule celle des cellules A375-MA2. Cette différence peut s’expliquer, 

entre autres, par des capacités migratoires plus élevées au niveau des cellules SK-MEL-28. Plusieurs 

études ont mis en évidence le rôle stimulateur de l’ANXA1 sur la migration cellulaire dans différentes 

pathologies cancéreuses comme par exemple le cancer du foie [104] ou encore le cancer du sein [161], 

[169]. En ce qui concerne la prolifération, des résultats plus hétérogènes ont été obtenus. Par exemple, 

l’ANXA1 stimule la prolifération des cellules cancéreuses de poumon [119] et de l’œsophage [118] mais 

elle est associée à des effets antiprolifératifs dans le cancer de l’estomac [134] et du sein [166], [167]. 

Dans le cas du mélanome, notre étude démontre le rôle stimulateur de l’ANXA1 sur la prolifération. 

 

L’analyse de l’ANXA1 stromale a été plus informative. En effet, nos données ont montré pour la 

première fois dans le mélanome que l’absence d’ANXA1 chez l’hôte limite à la fois le développement  
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et la dissémination tumorale. Ceci peut en partie s’expliquer par une prolifération et une 

vascularisation moins importante ainsi qu’un afflux lymphocytaire augmenté au niveau des tumeurs 

des souris KO, limitant ainsi le développement tumoral et la formation des métastases. En 2009, Yi et 

ses collaborateurs ont également montré que les tumeurs de mélanome développées chez des souris 

KO pour l’Anxa1 sont plus petites et moins vascularisées que celles des souris WT [246]. Cependant 

leur modèle d’étude ne leur avait pas permis d’étudier la formation des métastases. De plus, les 

vaisseaux tumoraux étant plus perméables que les vaisseaux normaux, il est probable que l’afflux de 

lymphocytes (à la fois pro- et anti-tumoraux) au niveau des tumeurs des souris KO, soit du à une 

perméabilité exacerbée en absence d’ANXA1 au niveau des cellules endothéliales. Cette hypothèse est 

soutenue par une étude montrant que l’ANXA1 est capable de réguler la perméabilité paracellulaire 

des cellules endothéliales du cerveau en modulant des protéines jonctionnelles comme l’occludine et 

la VE-Cadhérine [278]. Comme pour l’ANXA1 tumorale, l’implication de l’ANXA1 stromale dans la 

dissémination tumorale a été montrée dans d’autres types de cancers grâce à l’utilisation de souris 

invalidées. C’est par exemple le cas du cancer du poumon [246] et du sein [174], [247]. De façon 

générale, ces données ainsi que nos résultats s’accordent à démontrer que l’ANXA1 des cellules 

stromales est capable de moduler à la fois le développement et la dissémination tumorale. 

 

1.4- Conclusion   

 

L’importance de l’ANXA1 stromale dans le développement tumoral et la formation des métastases 

dans le mélanome, probablement via la modulation de l’angiogenèse, ressort clairement de ces 

travaux. Nos données soutiennent donc l’intérêt de l’étude du rôle de l’ANXA1 dans différents modèles 

de mélanome ainsi que son ciblage potentiel dans le cadre d’approches thérapeutiques. 

 

NB : Sans l’épidémie de la COVID-19, cette étude aurait dû être complétée par une analyse in vivo 

supplémentaire. Cette dernière devait nous permettre d’étudier le rôle de l’ANXA1 tumorale dans la 

progression du mélanome en utilisant le même modèle d’étude que pour l’ANXA1 stromale, soit 

l’injection sous-cutanée de cellules B16Bl6 à des souris C57Bl6/J WT et KO. Nous avions en effet pour 

projet d’injecter des cellules sauvages et des cellules invalidées pour l’Anxa1 (KO) grâce à la technique 

CRISPR/Cas9. Nous avions sous-traité la génération des cellules KO à une société portugaise qui a cessé 

son activité de service afin de s’impliquer dans la crise sanitaire. Les projets ont donc pris énormément 

de retard ne permettant pas d’inclure cette expérience dans la thèse ni dans l’article.   
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Abstract  

ANXA1, first described in inflammation, appears deregulated in many cancers and increased in 

melanomas compared to melanocytes. To date, few studies have investigated the role of ANXA1 in 

melanoma progression. Furthermore, various cell types including immune and endothelial cells 

express this protein. We thus analyzed specific roles of ANXA1 from melanoma and stromal cells in 

two human cell lines (A375-MA2 and SK-MEL-28) in vitro and in Anxa1 null C57Bl6/J mice bearing 

B16Bl6 tumors, respectively. We reported a decrease of proliferation in both ANXA1 siRNA A375-MA2 

and SK-MEL-28, but cell-dependent effects of ANXA1 in in vitro migration. However, we observed a 

significant decrease of B16Bl6 tumor growth associated with a reduction of Ki-67 positive cells in Anxa1 

null mice compared to wild-type mice. Interestingly, we also showed a significant reduction of 

spontaneous metastases that can be attributed to decreased angiogenesis concomitantly to higher 

immune cell presence in the Anxa1 null stromal context. This study highlighted a pejorative role of 

ANXA1 from both tumor and stromal cells in melanoma, due to its involvement in proliferation and 

angiogenesis.  

 

Keywords: ANXA1, melanoma, migration, proliferation, metastases, angiogenesis, immune infiltrate 
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Introduction 

Annexin A1 (ANXA1) is historically a protein involved in inflammation, decreasing neutrophil diapedesis 

to inflamed sites and inducing their apoptosis there [1]. This is mediated by extracellular forms of 

ANXA1 whose expression can be modified by glucocorticoids (GC). Macrophages can also produce 

ANXA1 upon stimulation by GC, secreted ANXA1 in paracrine or autocrine fashions, facilitating 

engulfment of apoptotic cells [1]. The ANXA1 receptor described at the moment is formyl peptide 

receptor 2: FPR2 (also known as ALXR) belonging to the FPR family whose canonic ligands are bacterial 

formylated peptides. Recently, ANXA1 was shown to trigger reparative macrophage function via FPR2 

activating AMPK pathway in a model of muscle injury [2]. Besides this role in innate immunity, ANXA1 

can boost the adaptive immunity as demonstrated by Dr F D’Acquisto [3]. Interestingly, in knockout 

(KO) mice infected with mycobacterium tuberculosis, lack of ANXA1 decreased CD8+ activation by DC 

[4]. Similarly ANXA1 is an actor of immunogenic cell death following specific cancer chemotherapies 

or radiotherapies [5-8]. 

During the last twenty years ANXA1 has been highlighted as a biomarker for different cancers (for a 

review see [9]). As a potential consequence of its immunomodulatory and additional roles, ANXA1 

expression is either reduced or increased in tumors according to cancer types. For some localization, 

as in breast cancers, conflicting results have been reported [10]. Our team observed an increased 

expression of ANXA1 in invasive melanomas in preclinical models that was confirmed on a patient 

cohort [11, 12]. Our hypothesis was that external ANXA1, linked to the plasma membrane or secreted, 

can activate invasive pathways in melanoma cells via FPR. This was also proposed for other 

malignancies such as breast, gastric or prostate cancers, or gliomas (for a review see [13]). Our team 

and others showed that manipulating ANXA1 level in tumors can affect their metastatic behavior. More 

specifically, decreasing tumor ANXA1 induces lower metastases in 4T1 murine breast cells implanted 

in NOD2SCID mice [14], in syngeneic murine melanoma B16Bl6 [12] and in Mia-Paca2 pancreatic 

tumors in SCID mice [15]. Interestingly, decreasing stromal ANXA1 is associated with a slow-down of 

tumor growth in B16, and also with reduced metastases in LLC and 4T1 tumors in syngeneic models 

[16, 17]. These later observations were linked to decreased angiogenesis assuming the presence of 

ANXA1 as a pivotal clue for vasculature wall in tumors [18] and to its immunomodulatory role leading 

to a M1 phenotype for tumor associated macrophages (TAMs) [16]. 

Altogether, these data encouraged us to further analyse involvement of tumoral and stromal ANXA1 

in melanoma progression. To improve our knowledge on ANXA1 in human melanomas, we selected 

two aggressive cell lines A372-MA2 and SK-MEL-28 to assess the role of ANXA1 on their migrating 

properties using exogenous Ac2-26 peptide mimicking ANXA1 amino-terminus (Nter) part or siRNA 
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specific ANXA1 knockdown. Furthermore, considering melanoma, the role of stromal ANXA1 merits 

further attention as the reported results were obtained on a B16 cell line without ANXA1 expression 

and not able to metastasize [17]. Hence, we investigated the effect of stromal ANXA1 on the tumor 

growth and metastases occurrence in B16Bl6-/C57Bl6/J model using Anxa1 KO mice. Our results 

suggested that tumoral ANXA1 is involved in human melanoma proliferation and depending on cell 

lines in migration in vitro. In addition, they supported an important role of stromal ANXA1 in both 

melanoma development and dissemination in vivo, probably through its involvement in tumor 

proliferation and angiogenesis. 

 

Materials and methods  

 

Cell cultures and reagent 

Human melanomas SK-MEL-3 (derived from lymph node metastasis of a female patient), SK-MEL-28 

(derived from lymph node metastasis of a male patient) and A375-MA2 (derived from a non-metastatic 

cutaneous melanoma, further selected to become metastatic) were obtained from American Type 

Culture Collection (ATCC). The murine B16Bl6 cell line was from Professor Fidler’s lab (Texas University, 

Houston, USA). B16Bl6-luc cells expressing luciferase gene were engineered in our laboratory by Dr 

Claire Viallard. A375-MA2 and B16Bl6 were cultured in DMEM-Glutamax (31966-021, Invitrogen) with 

10% of fetal calf serum (FCS, CVFSVF00-01, Eurobio), SK-MEL-3 in McCOY’S 5A (26600-023, Invitrogen) 

with 15% of FCS and SK-MEL-28 in MEM-Glutamax (41090028, Invitrogen) with 10% of FCS. All the 

media were supplemented with 4 µg/mL of gentamycine (15750-037, Invitrogen). Cells were grown at 

37 °C in a humid atmosphere containing 5% CO2. Cells were treated with the peptide Ac2-26 that 

mimics the Nter domain of ANXA1 at 10 µM (1845, Tocris). 

 

ANXA1 expression analysis by RT-qPCR using TaqMan method 

Total RNA was extracted from cultured cells (SK-MEL-3, SK-MEL-28, A375-MA2) according to the 

manufacturer’s instructions using RNeasy mini kit (Qiagen). Samples were then quantified and RNA 

integrity was checked by Agilent 2100 Bioanalyzer using Agilent RNA 6000 nano kit (Agilent 

Technologies). RNA were reverse-transcribed from 1 µg RNA with a high-capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit (Applied Biosystems) according to the protocol supplied by the manufacturer. 

Reverse Transcription was performed as followed: 10 min at 25 °C, 120 min at 37 °C and 5 min at 85 



Travail Expérimental 

 92  
 
 

°C. Real-time PCR using TaqMan method was realized on 25 ng of cDNA. UBC gene was used as an 

endogenous control. The following primers and TaqMan probes with FAM-MGB (VIC-MGB for UBC) 

dye-labeled were used in the reaction: Hs00167549_m1 for ANXA1 and Hs01871556_s1 for UBC. The 

cycling parameters consisted of a first step at 50 °C for 2 min and at 95 °C for 10 min followed by 40 

cycles at 95 °C for 15 sec and 60 °C for 1 min. Three experimental replicates were performed. Cycle 

thresholds were analyzed with SDS2.4 and RQ Manager 1.2 software. Relative quantification was 

carried out using 2-Ct method.  

 

Cell lysate and supernatant analysis of ANXA1 level by Western Blot 

Cells were seeded at 2x105 cells per well in 6 well plates for 24 h. After three washes with DPBS, 

supernatants were removed and replaced by 1 mL of OptiMEM (31985-047, Invitrogen) containing 0.9 

mM CaCl2 (C4901, Sigma-Aldrich) and supplemented or not with a calcium chelator EGTA (E-4378, 

Sigma-Aldrich). The supernatant was collected and centrifuged at 460 xg for 8 min at room 

temperature. Final supernatants were concentrated at 4 °C using 10 kDa cut-off concentrators 

(Vivaspin 500, VS0102, Sartorius Stedim) to reach a volume less than 30 µL. Each supernatant sample 

was used in its entirety for Western Blot analyses. Cells were lysed by RIPA buffer containing 50 mM 

Trizma Base (T1503, Sigma-Aldrich) pH7.5, 150 mM NaCl (7647-14-5, Merk), 1% NP40 (74385, Fluka), 

0.5% sodium deoxycholate (D6750, Sigma-Aldrich), 0.1% SDS (19812323, Biosolve) and supplemented 

with 1X phosphatase and protease inhibitors (78443, ThermoFisher Scientific). After one centrifugation 

at 10 000 xg for 10 min at 4 °C, protein concentration was estimated according to the Bradford’s 

protein assay (23200, Invitrogen). Equal amounts of protein from each sample (40µg) were used for 

Western Blotting.  

Proteins were separated through 4-15% SDS-PAGE (456-8084, Bio-Rad) and transferred onto 

nitrocellulose membranes (1620115, Bio-Rad). Membranes were blocked in TBS (pH7.6, 200 mM 

Trizma Base and 1.5 M NaCl) containing Tween20 (0.1%) (9005-64-5, FisherScientific) and 5% milk for 

1 h and incubated one night at 4 °C with anti-ANXA1 (rabbit polyclonal, 1:10000, 71-3400, Invitrogen). 

After three washes in TBS-Tween20, membranes were incubated 1h30 with horseradish peroxidase 

(HRP)-conjugated anti-rabbit IgG (1:5000, 4050-05, SouthernBiotech). After three washes, detection 

of HRP activity was performed with ClarityTM Western ECL Substrat (170-5061, Biorad) and a 

ChemiDocTM MP Imaging System (Biorad). Total protein normalization was applied using the stain-free 

technology. Semi-quantitative measurement of protein level was realized using Image Lab software 

(Bio-rad). 
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ANXA1 level analysis by flow cytometry 

SK-MEL-3, SK-MEL-28 and A375-MA2 cells were harvested at a number of 1x106 and stained with anti-

ANXA1 (rabbit polyclonal, 1:500 for permeabilized and 1:100 for not permeabilized cells, 71-3400, 

Invitrogen) for total and membrane expression evaluation. Isotype rabbit (EB-003-0110, Diagenode) 

antibody was used as control. Briefly, cells were centrifuged at 400 xg for 5 min. To assess total 

expression, cells were permeabilized by BD FACSTM Permeabilizing Solution 2 10X (347692, BD-

Bioscience) for 10 min at room temperature and then centrifuged at 800 xg for 5 min. For membrane 

ANXA1, cells were not permeabilized. Pellets were incubated at 4 °C for 30 min in medium containing 

1% BSA, 5 mM CaCl2 (dilution buffer) and primary antibody against ANXA1. After that, cells were 

washed in medium containing 1% FCS, 5 mM CaCl2 (wash buffer) and incubated at 4 °C for 30 min in 

dilution buffer containing AlexaFluorTM 488 anti-rabbit (1/2000, A11008, Invitrogen). After one 

washing, cells were stained with 4 µg/mL propidium iodide (PI) and analyzed on a BD LSRII flow 

cytometer (BD Biosciences, CICS_UCA PARTNER). FACSDiva data manager v8 software was used to 

determine the percentage of labelled cells and the mean fluorescence intensity (MFI). 

 

Cell transfection with siRNA directed against ANXA1 

A375-MA2 and SK-MEL-28 cells were seeded at 2x105 and 1.5x105 cells per well respectively in 6 well 

plates for 24 h. Cells were transfected with 25 pmol of siRNA using the Lipofectamine® RNAiMAX 

Reagent (13778-030, Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions. The siRNA 

oligonucleotides for ANXA1 (ON-TARGETplus Human ANXA1, L-011161-00-0005) and the control (ON-

TARGETplus Non-targeting siRNAs, D-001810-0X) were purchased from HorizonTM. Cells were 

harvested 48 h post-transfection to control ANXA1 depletion by western blotting. 

 

Migration assay  

Culture inserts chamber migration assays were performed in µDish 35 mm (81176, Ibidi®). A375-MA2 

and SK-MEL-28 cells were seeded at a density of 50 000 or 30 000 cell/70 µL respectively to each 

chamber of the culture insert. Transfected cells were seeded 24 h post-transfection. Cells were 

incubated for 24 h to form confluent monolayers. After that, the insert was removed leaving a cell-free 

gap of 500 µm without scratching the cell monolayer (48h post-transfection). Cells were rinsed three 

times with DPBS and fresh medium containing or not treatment was added to the dish. For siRNA 

experiments, 1% FCS medium was used to avoid cell proliferation. Images were taken at different times 

using an inverted microscope at 5x magnification (T0h corresponds to the time of insert removal and 

https://dharmacon.horizondiscovery.com/rnai/controls/sirna/on-targetplus/on-targetplus-non-targeting-control-sirna/
https://dharmacon.horizondiscovery.com/rnai/controls/sirna/on-targetplus/on-targetplus-non-targeting-control-sirna/
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treatments). Experiments were run at least in triplicate for each condition. Gap area was estimated 

using Fiji software at different times and the percentage of wound closure was calculated with the 

following formula: [(T0h – Txh) / T0h] x100. 

 

Cell viability assay 

To assess the peptide Ac2-26 and the siANXA1 transfection cytotoxicity, the resazurin reduction assay 

was used as indicator of cell viability. Cytotoxicity was investigated 24 h and 48 h after treatment with 

the peptide and 48 h and 72 h post-transfection for the siANXA1. Control or transfected A375-MA2 

(6x103 cells/well) and SK-MEL-28 (4x103 cells/well) cells were seeded in a 96-well plate in culture 

medium. Cells were allowed to adhere for about 24 h and then untransfected cells were treated with 

10 µM of Ac2-26. Cells were then washed twice with DPBS and 25 µg/mL of resazurin was added to 

each well. After a 1-2 h incubation, fluorescence was measured by a microplate reader (Fluoroskan 

Ascent, Labsystems) using a pair of 530 nm and 590 nm as excitation and emission wavelengths 

respectively. Percentage of living cells was determined relative to control conditions. 

 

In vivo experimental models 

All experiments were made in accordance with the relevant guidelines and regulations and were 

approved by both the local Ethic committee of Clermont-Ferrand (C2E2A) and French Ministry of 

Education and Research (approval n°17844). C57BL6/J wild type (WT) mice were purchased from 

Charles River and C57BL6/J Anxa1 KO mice were from Dr Juban from Claude Bernard University, Lyon 

(UMR CNRS 5310, INSERM U1217) and correspond to the ANXA1-/- mice developed by Peretti ‘s group 

[19]. Groups of mixed-sex animal were used and age- and weight-matched animal were chosen.  

Subcutaneous model: B16Bl6 murine melanoma cells suspended in DPBS were injected 

subcutaneously into mice right flank at the number of 2x105. Intratumoral injections of 20 µL of NaCl 

were realized at days 9 and 12 after cell implantation to promote metastases formation. The body 

weight of mice and the tumor sizes were measured three times per week. Tumors were measured 

using caliper and their volumes calculated with the formula: (L x S2)/2, where L and S are the largest 

and the smallest diameters in mm, respectively. Tumor growth was reported as the ratio (Vt-Vi)/Vi, 

where Vt was measured tumor volume at a given day and Vi the initial volume (first day of measure). 

Mice were sacrificed 19 days after cell inoculation. Tumors were removed, frozen in liquid nitrogen 

and stored at -80 °C for protein and RNA extraction or fixed in formaline (HT501128, Sigma-Aldrich) 
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for 24 h and stored in 70% ethanol for immunostaining analyses. Lung surfaces metastases visible 

under a binocular magnifier were counted. 

Intravenous model: B16Bl6-luc cells suspended in DPBS were injected intravenously into mice caudal 

vein at the number of 1.5x105. The body weight of mice was measured three times per week. Lung 

tumor invasion was monitored using in vivo bioluminescence imaging the day of cell injection (day 0) 

and at day 7, 14 and 18. Briefly mice were injected intraperitoneally with 15 mg/mL of luciferine 

(122799, PerkinElmer) and imaged 5 min after. Lung average radiance (p/s/cm²/sr) was computed 

using Living Image software and radiance relative to day 0 was reported as the ratio (Rt-Ri)/Ri, where 

Rt was radiance at a given day and Ri the initial radiance (day 0). Mice were sacrificed at day 18 after 

cell injection. 

 

Tumor immune infiltrate analysis by RT-qPCR using SYBR green method 

Tumors were dissociated for RNA extraction with a GentleMacs using program RNA_02 recommended 

for frozen tissues (130-093-235, Miltenyi Biotec). Total RNA was extracted according to the 

manufacturer’s instruction using NucleoSpin® RNA (740955.250, Macherey-NagelTM). Total RNA was 

quantified at 260 nm using a µDropTM Plate (N12391, ThermoScientific) as well as the RNA purity 

measured using the ratio of the absorbance at 260 and 280 nm. RNA (1.5 µg) were reverse-transcribed 

with SuperScript™ IV VILO™ Master Mix with ezDNase™ Enzyme (ThermoFisher, Courtabœuf, France). 

Reverse Transcription was performed as followed: 10 min at 25 °C, 10 min at 50 °C and 5 min at 85 °C. 

qPCR-reactions were realized in triplicate with SYBR Mix (KAPABIOSYSTEMS, Boston, USA) on a 

StepOnePlus device (Applied BioSystems, Foster City, USA) (Table 1). The cycling parameters consisted 

of a first step at 95 °C for 3 min followed by 40 cycles at 95 °C for 3 sec and annealing temperature for 

30 sec. PCR product specificity was checked with the melting curve. PCR cycles consisted of a step at 

95 °C for 15 sec followed by dedicated annealing temperature for 1 min and a last step at 95 °C for 15 

sec. Cycle thresholds were analyzed with StepOne software. Relative quantification was determined 

with the 2-Ct method after normalizing the expression to that of Tbp. 

 

VEGF dosage by Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

Tumor proteins extraction was performed with TissueLyser system (Qiagen®) in urea buffer containing 

6 M Urea (211823, Biosolve), 2.5 mM sodium pyruvate (11360-039, Invitrogen), 1 mM EDTA (15575-

038, Invitrogen), 0.5% Triton X100 (T8787, Sigma) and 1X phosphatase and protease inhibitors (78443, 

ThermoFisher Scientific). Tumors were mechanically disrupted for 5 min at 30 Hz in 300 µL of urea 
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buffer using 5 mm beads. Extracts were cleared by centrifugation (10min, 14 000xg, 4°C) and run 

through a Bradford assay for protein quantification. ELISA analyses were run on around 20-30 µg of 

each extract using Quantikine® ELISA kit (MMV00, R&DSYSTEMS®) according to the manufacturer’s 

instructions. 

 

Histological analysis 

Tumors were embedded in paraffin and cut into 4 µm serial sections. They were immunostained using 

specific antibodies including anti-CD31 (ab28364, Abcam) and anti-Ki-67 (ab15580, Abcam) as follow. 

Sections were deparaffinized and rehydrated before being subjected to antigen retrieval using 10 mM 

Tris, 1 mM EDTA buffer pH9 for CD31 or 10 mM citrate pH6 for Ki-67. After two washes with water and 

one with PBS, endogenous peroxidases were inhibited using 0.3% of hydrogen peroxide for 30 min 

(only for Ki-67 staining). After another PBS wash step, sections were blocked 1 h with 1% bovine serum 

albumin, before overnight incubation with anti-CD31 (1:100) or anti-Ki-67 (1:2000) at 4 °C. Sections 

were then washed with PBS, followed by 1 h incubation with a secondary anti-rabbit antibody directly 

coupled with AlexaFluor 555 (1:1000, A21430, Invitrogen) or with biotinylated antibody (1:500, 111-

065-003, Jackson Immunoresearch). Two PBS washes were done before incubation with peroxidase-

conjugated streptavidin (1:500, 016-030-084, Jackson Immunoresearch) for 30 min. After a washing in 

PBS, sections were incubated with Alexa FluorTM 488 tyramide reagent (1:200, B40953, ThermoFisher 

Scientific) for 10 min and then washed twice in PBS. Nuclei were stained 5 min in Hoechst 33342 

solution (1:10000, H3570, Invitrogen) and coverslips were mounted in glycerol (50% v/v PBS). Zeiss 

Axio Imager M2 was used to create a 4x4 mosaic image (16 tiles) with x20 objective allowing to analyze 

a wide field of each section. Fiji software was used to appreciate the number of vessels per tumor slide, 

using quantitative analysis of CD31 on mosaic images. The quantification of Ki-67 labelled cells required 

a pathologist expertise. 

 

Statistical analyses 

Statistical analyses were carried out on data from at least three independent experiments using 

GraphPad Prism v8.0 software. Data are presented as mean ± standard deviation. Differences with a p 

value <0.05 was considered to be statistically significant. 

To compare two different conditions (Ctrl vs peptide; siCTRL vs siANXA1; WT mice vs KO mice), 

Student’s t-test (with Welch’s correction) was performed. When normality was not assumed, 
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nonparametric Mann-Whitney test was used. The significance was expressed relative to the 

corresponding control condition. 

To evaluate relation between absence of stromal ANXA1 and the number of measurable tumors or 

mice with lung metastases, a contingency table was created and Chi-Square test was carried out to 

determined statistical significance. 

Cell siANXA1 transfection effect on PCNA protein level was assessed by the protein level ratio of 

siANXA1/siCTRL cells. One sample Student’s t-test was realized with 1 (siCTRL/siCTRL) as hypothetical 

value to assessed the significance of the ratio. 

 

Results 

 

Characterization of ANXA1 expression and localization in melanoma cell lines 

Two yet non-explored human invasive cell lines A375-MA2 and SK-MEL-28 cells present higher ANXA1 

mRNA than SK-MEL-3 previously studied [12] (Figure 1A). Cellular and membrane/secreted ANXA1 

level was assessed by western blot and the EGTA use allowed to harvest calcium-dependent 

membrane bound fraction. In the same manner, cellular ANXA1 was high in SK-MEL-28 and A375-MA2 

compared to SK-MEL-3 (Figure 1B). However, flow cytometry analyses (Figure 1C) showed similar 

levels of total ANXA1 as determined by mean fluorescence intensity (MFI) for SK-MEL-3 and SK-MEL-

28. Interestingly ANXA1 level was twice higher in A375-MA2 relative to the other cell lines. In SK-MEL-

28 and A375-MA2 cell lysates and supernatants, native (37 kDa) and cleaved form of ANXA1 were 

detected (33 kDa) (Figure 1B). To confirm the presence of membrane ANXA1 we used flow cytometry 

analyses with non-permeabilized cells (Figure 1C). A375-MA2 and SK-MEL-3 had the highest 

percentage of cells presenting membrane ANXA1. A375-MA2 and SK-MEL-28 expressed ANXA1 and 

presented extracellular forms of the protein: membrane bound and secreted. Taken together, these 

data identified them as relevant cell lines to investigate involvement of tumor ANXA1 in cell 

aggressiveness.  

 

ANXA1 modulates melanoma proliferation and in a cell line dependent manner migration in vitro 

We determined the effect of endogenous ANXA1 in proliferation and migration of SK-MEL-28 and 

A375-MA2 cells with specific siRNAs. After 48 h of transfection, siRNA directed against ANXA1 

(siANXA1) decreased ANXA1 protein level by 59% for A375-MA2 and 53% for SK-MEL-28 compared to 
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control siRNA (siCTRL, data not shown but available on request). Both cell lines transfected with 

siANXA1 presented a reduction of cell viability compared to cells transfected with siCTRL. This 

reduction started 48 h post-transfection in A375-MA2 and 72 h for SK-MEL-28 (Figure 2A and 2E). This 

decrease is linked to a decline in cell proliferation (Figure 2B and 2F) with a significant reduction of 

PCNA in A375-MA2 (48 h post-transfection) and almost significant in SK-MEL-28 (72 h post-

transfection, p=0.0559). To overcome this proliferation decrease following siANXA1 transfection, we 

performed migration assay in medium limited in serum (1%) for 24 h. In siANXA1 conditions, we 

observed a significant reduction of migration only in SK-MEL-28 from 16h (Figure 2C and 2G). Contrary 

to siANXA1, Ac2-26 peptide, which is widely used for its capacity to mimic the ANXA1 Nter domain, did 

not affect cell viability (not shown and available upon request). Therefore, we used complete medium 

for migration assays and prolonged study time for A375-MA2 cells which migrate slower than SK-MEL-

28 cells. In these conditions, the peptide stimulated only A375-MA2 migration (Figure 2D and 2H). 

Taken together, our findings indicate that manipulating ANXA1 cellular and external levels lead to 

contradictory effects on migration according to melanoma cell lines. However, from siRNA, we may 

conclude that ANXA1 is positively involved in melanoma proliferation. 

 

Stromal ANXA1 is involved in melanoma growth and metastatic capacity 

To document the role of stromal ANXA1 in melanoma dissemination, we used B16Bl6 bearing C57Bl6/J 

mice WT and KO for Anxa1. As shown in Figure 3A, tumor apparition was delayed in KO mice with only 

20% of tumor measurable with the caliper nine days after cell injection compared to 80% in WT mice. 

Tumor volumes were significantly reduced and growth was slowed down in KO mice compared to their 

WT counterparts (Figure 3B and 3D). This is consistent with tumor weight values at the time of sacrifice 

(Figure 3C). We next explored lung metastases in both types of mice. As shown in Figure 3E and 3F, KO 

mice were less prone to develop lung metastases and in a lesser extent compared to WT mice. To 

further examine involvement of stromal ANXA1 on dissemination, we injected intravenously B16Bl6 

cells expressing luciferase gene (B16Bl6-luc) in both types of mice. Although statistical significance was 

not reached, we observed a tendency toward lower relative radiance in mice lungs without ANXA1 

(Figure 3G). Altogether, these results emphasized that ANXA1 from stromal cells is important for both 

melanoma development and dissemination in vivo.  
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Molecular mechanisms involved in melanoma growth and spreading related to ANXA1 stromal content  

We first observed a decrease in proliferation of KO mice tumors which displayed a low but significant 

decrease of Ki67 positive nuclei compared to those of WT mice (Figure 4A). This finding can explain 

the smaller tumors in KO mice (Figure 3B and 3C) and indicated that stromal ANXA1 might stimulate 

tumor proliferation. The differences in development and lung metastases formation between WT and 

KO mice could also be explained by angiogenesis modifications. We then performed the analysis of 

CD31 endothelial marker and VEGF dosage on tumors (Figure 4B and 4C). Tumors of KO mice tend to 

have less vessels than WT mice tumors as shown by CD31 labelling (Figure 4B). Moreover, VEGF was 

significantly increased in WT mice tumors (Figure 5C). These findings showed that tumor angiogenesis 

was reduced in mice lacking Anxa1 expression. Hence, stromal ANXA1 seems to be a stimulating tumor 

angiogenesis factor. 

 

Absence of stromal ANXA1 is associated with increased immune infiltrate 

Several markers of immune cells were analyzed by RT-qPCR in B16Bl6 tumors of WT and KO mice. As 

illustrated in Figure 5A, KO mice tumors presented significantly more abundant leukocyte infiltrates 

compared to those of WT mice, as shown by overexpression of CD45 marker. No difference was 

observed for macrophage marker ADRE1 also called EMR1 or F4/80 between the two types of tumors 

(not shown and available over request). However, T lymphocyte marker CD3 was higher in melanoma 

tumors developed in KO mice relative to those developed in WT mice (Figure 5B). To further analyze 

this clue, we examined genes expressed by cytotoxic and pro-tumoral lymphocytes. Unexpectedly, 

both pro- and anti-tumor cells were significantly enriched in tumor of KO mice. Actually, regulatory T 

cells (Treg) markers (CD4 and FoxP3) were more abundant in B16Bl6 tumors developed in KO mice as 

well as cytotoxic (CD8a) and natural killer (NK) lymphocytes (NKp46) markers (Figure 5C and 5D). 

Furthermore, cytotoxic factors released by these latter, granzyme B (GRZB) and interferon gamma 

(IFN) were also over-represented in tumor of KO mice compared to those of WT mice (Figure 5D). 

Altogether, these results suggested that absence of stromal ANXA1 generates a non-specific influx of 

immune cells, especially lymphocytes, in melanoma tumor.    
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Discussion 

 

ANXA1 expression has arisen a great interest as a biomarker in oncology. Despite numerous studies, 

its exact role in mechanisms leading to tumor development and dissemination remains unclear and 

sometimes controversial [20]. Hence, we focused our study to better understand specific involvement 

of tumor and non-tumor ANXA1 in melanoma progression in vitro and in vivo. We indeed previously 

showed that ANXA1 is overexpressed in melanoma cell lines compared to melanocytes [12, 21]. Here 

we demonstrated on two additional cell lines SK-MEL-28 and A375-MA2 presenting high level of 

ANXA1 the complexity of its role. If proliferation is affected by ANXA1 siRNA transfection in both cell 

lines, migration assays provided cell-dependent results. Indeed, siANXA1 limited only the migration of 

SK-MEL-28 and not that of A375-MA2, while the Ac2-26 peptide only enhanced the migration of A375-

MA2. As SK-MEL-28 migrated faster than A375-MA2, it could be easier to observe a decline of cell 

migration in SK-MEL-28. Disparate results with peptide could be due to a higher presence of secreted 

and cleaved form of ANXA1 in SK-MEL-28 cells. Actually, the bioactive peptide secreted could compete 

with the exogenous peptide and limit its effects. However, in 2014, Belvedere and coworkers showed 

that the peptide is effective to stimulate migration of both types of cells secreting or not ANXA1 (MIA 

PaCa-2 and PANC-1 cells respectively) [22]. In both case, FPR1 receptors were present. Our CMF 

analysis of FPR2 expression revealed that SK-MEL-28 and A375-MA2 cells expressed little basal level of 

the receptor with around 15% (MFI=273) and 7.5% (MFI=149) of labelled cells respectively (data not 

shown). Several studies of expression modulation and/or peptide mimicking stimulation performed 

until now on migration showed a promoting role of ANXA1 on this phenomenon in pancreatic [15, 22, 

23], hepatic [24], nasopharyngeal [25], lung [26], gastric [27], esophageal [28] and breast cancers [29-

31]. Hence it is still important to better understand involvement of ANXA1 in melanoma migration. As 

far as proliferation is concerned, heterogeneous results were obtained, for example ANXA1 stimulated 

proliferation of lung [26] and esophageal [28] cancer cells but showed anti-proliferative effects in 

pancreatic [15], stomach [32], breast cancers [33, 34] and squamous cells oral carcinoma [35]. In 

melanoma, our results suggested that ANXA1 stimulates proliferation. Further studies should be 

performed to pinpoint its role in cell viability. 

The B16Bl6 graft on Anxa1 KO mice model allowed to assess the role of non-tumor ANXA1 part in 

tumor development and dissemination in vivo. We demonstrated for the first time that stromal ANXA1 

is important for both tumor growth and metastases formation in B16Bl6 model. Actually, absence of 

ANXA1 in host generated significant decrease of tumor proliferation and vascularization associated 

with increased immune infiltrate. We hypothesized that the weakest tumor vascularization in absence 
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of stromal ANXA1 is responsible for both limited development and lung metastases formation. Indeed, 

tumor cells need oxygen and nutrients to grow and a dissemination way to reach secondary organs. In 

2009, Yi and Schnitzer reported differential vessel density between B16 tumors (without ANXA1 

expression) developed in WT or in Anxa1 KO mice associated with decreased tumor volumes and 

increased necrosis [17]. Increase of tumor immune infiltrate in KO mice seems to be a consequence of 

a leaky vasculature more than a direct action of lack of stromal ANXA1 on immune cells. In fact, both 

anti- and pro-tumoral immune cells are upregulated in tumors of KO mice. It is well known that tumor 

vessels are more leaky compared to normal vessels [36]. Moreover, Cristante and collegues highlighted 

importance of ANXA1 in paracellular permeability of brain endothelial cells [37]. Human brain 

endothelial cells which did not express ANXA1 had a higher paracellular permeability than those which 

expressed the protein. This increase of permeability is associated with decreased expression of 

junction proteins such as occludin and VE-Cadherin [37]. It would be relevant in future study to 

compare endothelial junction protein patterns between tumors of WT and KO mice. Given the tumor 

reduction and limited metastases formation, we supposed that anti-tumor immune cells are abundant 

enough to contain tumor proliferation and dissemination. Involvement of stromal ANXA1 in tumor 

dissemination was also reported in other types of cancer with Anxa1 KO animal models such as for 

lung [17] and breast cancers [16, 38]. In these models, absence of ANXA1 in host limited metastases 

development as in present melanoma model. However, results concerning tumor volumes are more 

heterogeneous. In syngeneic models of melanoma [17], lung [17] and breast cancer [16], absence of 

stromal ANXA1 decreased tumor volumes. But in breast cancers chemically induced [39] or in 

spontaneous model [38], absence of stromal ANXA1 increased tumor volumes. Taken together these 

results confirmed that ANXA1 from non-tumor cells is important for both tumor development and 

metastases in syngenic models. On the other hand, studies with WT mice grafted with tumor cells 

Anxa1 KO or depleted for ANXA1 showed that tumor ANXA1 was only involved in metastases and 

stimulated their formation. This was shown in pancreas [15], stomach [27], breast [14] and 

nasopharyngeal cancers [25]. Our team has also previously showed by intra-tumoral injection of 

siANXA1 in B16Bl6 tumors, that ANXA1 from tumor cells stimulated lung metastases formation [12]. 

The main issue about the role of ANXA1 in tumors and specifically in melanomas remains to clearly 

assess the role of this anti-inflammatory protein in tumor progression according to its tumor and non-

tumor localization. Generation of specific and stable ANXA1 KO cells by CRISPR-Cas9 technology may 

help to confirm involvement of tumoral ANXA1 in metastases formation. 

In summary, our study reported new insights in tumor and non-tumor ANXA1 in melanoma 

progression. If the role of tumor ANXA1 requires further analyses, stromal ANXA1 is clearly involved in 
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both melanoma development and metastases in vivo, possibly through angiogenesis modulation. 

These findings sustain the interest in studying ANXA1 role and potential targeting in melanoma.    
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Tables 

 

Table 1. List of primers used in RT-qPCR studies 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Genes Forward primers 5’ to 3’ Reverse primers 5’ to 3’ 
Amplicon 
size (bp) 

Annealing 
temperature 

(°C) 

Cd45 ATGGTCCTCTGAATAAAGCCCA TCAGCACTATTGGTAGGCTCC 70 60 

Cd3 ATATCTCATTGCGGGACAGG TCTGGGTGCTGGATAGAAGG 196 57 

Cd8a CTTGTGCCTCAAACTGCAAG CCGCTAAAGGCAGTTCTCC 100 58 

Grzb GCTGCTCACTGTGAAGGAAGT TGGGGAATGCATTTTACCAT 107 58 

Ifng  AAAGAGATAATCTGGCTCTGC GCTCTGAGACAATGAACGCT 229 57 

Nkp46 ACACTACTCATCACAGGAGGTGTT GTTGAAAGGTCAAACTCCCAAT 92 60 

Cd4 GCGAGAGTTCCCAGAAGAAG AAACGATCAAACTGCGAAGG 126 58 

Foxp3 CACCTGGAAGAATGCCATC AGGGATTGGAGCACTTGTTG 146 57 

Tbp CCTTGTACCCTTCACCAATGAC ACAGCCAAGATTCACGGTAGA 59 59 
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Figure legends 

 

Figure 1. Comparison of total and secreted level of ANXA1 in different human cell lines. (A) RT-qPCR 

analysis of ANXA1 in human melanoma cell lines. UBC was used as housekeeping gene and SK-MEL-3 

as reference. (B) Western blot analysis of ANXA1 in cell lysates and supernatants of human cells treated 

or not with the calcium chelator EGTA (2 mM). Total proteins were used as a loading control. Full lenght 

ANXA1 (37 kDa) and cleaved form (33 kDa) were detected. (C) Flow cytometry analysis of total and 

membrane ANXA1. Results represent percentage of labelled cells (MFI). 

 

 

Figure 2. ANXA1 influences cell proliferation and migration. (A, E) Cytotoxicity analysis at 48 h and 72 

h after cell transfection (siANXA1 or siCTRL). (B, F) PCNA level assessed using western blot to evaluate 

proliferation at 48 h (B) and 72 h (F) post-transfection. Total proteins were used as a loading control. 

(C, D, G, H) Migration abilities analysis of cells transfected with control or ANXA1 siRNA (C, G) or treated 

or not with Ac2-26 peptide (10 µM) (D, H). Percentage of wound closure ± standard deviation is 

indicated below the photos and were measured as described in methods sections. All experiments 

were repeated at least three times. Statistical significance was determined using Mann Whitney test 

(A, C-E, G, H) and one sample t-test (B, F) was realized with Ha: µ=1 as hypothetical, *p<0.05; **p<0.01; 

***p<0.001; ****p<0.0001; ns, not significant. 

 

Figure 3. Stromal ANXA1 depletion limits melanoma tumor growth and metastasis. B16Bl6 cells were 

injected subcutaneously in the flank of C57Bl6/J WT or Anxa1 KO mice. (A) The percentage of mice 

presenting a measurable tumor was determined for tumor establishment at day 9 and 12 after cell 

injection. (B) Evolution of tumor volume. Measurements were realized three times a week using a 

caliper as described in method section. (C) Tumor weight at day 19 post cell injection. (D) Evolution of 

tumor growth. (E) Percentage of mice presenting lung surfaces metastasis. (F) Number of lung 

metastasis. The data group two independent experiments, the first with 19 WT and 15 KO mice and 

the second with 10 WT and 10 KO mice. Statistical significance was determined using Chi-square (A, E) 

and Mann Whitney’s test (B-D, F), *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001. (G) B16Bl6-luc cells 

were injected intravenously in the caudal vein of C57Bl6 WT (n=5) or KO mice (n=4). Evolution of lung 

radiance relative to D0 which corresponds to cell injection was monitored weekly; each line 

corresponds to one mouse. 
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Figure 4. Stromal ANXA1 depletion reduces B16Bl6 tumor proliferation and angiogenesis. (A) 

Immunofluorescence labelling was used to detect Ki-67 and assess tumor proliferation. Dot blot 

represents the percentage of nuclei labelled with Ki-67 and group two different experiments together, 

each with 5 tumors of WT and 5 of KO mice. (B) Immunofluorescence labelling was used to detect CD31 

and assess tumor vessel density (WT n=5, KO n=5). Dot blot represents the number of vessels 

estimated from tumor slice. (A, B) Nuclei were labelled using Hoechst 33342 solution and merge 

images from three tumors are presented. Image represents a 4x4 mosaic realized at x20 magnification, 

bars are equivalent to 50 µm (A, zoom) and 200 µm (B). (C) VEGF level in B16Bl6 tumors of WT (n=13) 

and KO mice (n=12) was determined using ELISA assay. Dot blot represents mean ± standard deviation. 

Student’s t-test with Welch’s correction was realized to assess statistical significance, *p<0.05. 

 

Figure 5. Stromal ANXA1 depletion increases B16Bl6 tumors lymphocyte infiltrates. RT-qPCR analysis 

of different immune cell markers of leucocytes (A), T cells (B), regulatory T cells (C), and cytotoxic cells 

with its cytotoxic factors granzyme B (GRZB) and interferon gamma (IFNg) (D). Mann Whitney statistical 

tests were realized, *p<0.05. 
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Le cancer est à l’heure actuelle un problème de santé publique mondial. En effet un homme 

sur cinq et une femme sur six dans le monde développeront un cancer au cours de leur vie [279]. Selon 

l’INCa, près de 157 000 décès dus au cancer ont été recensés en France en 2018. Beaucoup d’études 

se consacrent donc à identifier et valider de nouvelles cibles thérapeutiques et diagnostiques 

(théranostiques) afin d’améliorer la prise en charge des cancers.  

L’ANXA1 présente un réel intérêt en oncologie puisque son expression est dérégulée dans une 

grande variété de tumeurs. De plus, de nombreuses études modulant son expression ont mis en 

évidence l’implication de l’ANXA1 des cellules cancéreuses dans la progression tumorale in vitro et in 

vivo [104], [111], [114], [118]–[120], [161], [171], [196], [199]. Cependant l’expression et l’action de 

cette protéine sont dépendantes du type de tissu, et pour certains, des données contradictoires ont 

été publiées [17], [96]. A l’heure actuelle, il n’existe donc pas de réel consensus quant au rôle de 

l’ANXA1 dans les cancers en général. Cependant la surexpression de l’ANXA1, associée à une action 

pro-tumorale dans certaines tumeurs, soutient les projets de ciblage fonctionnel de cette protéine. 

C’est notamment le cas pour le CSTN et le mélanome auxquels s’intéresse l’UMR1240. En effet, 

l’ANXA1 est surexprimée dans les CSTN par rapport aux autres sous-types de tumeurs mammaires 

[158]–[160] et dans les mélanomes par rapport aux mélanocytes [196]. De plus, l’expression de 

l’ANXA1 au niveau des tumeurs est associée à une diminution de la survie globale dans les cancers du 

sein dont les CSTN [161]–[163] et de la survie sans métastases dans le mélanome [196]. Le ciblage de 

l’ANXA1 tumorale est donc pertinent dans ces deux types de cancers, d’autant plus que de précédents 

travaux ont mis en évidence le rôle stimulateur de la protéine dans la prolifération [168], la migration, 

l’invasion [169], [280] et la TEM [158], [175] pour le CSTN et l’invasion pour le mélanome [196], [199]. 

Cependant, le ciblage de l’ANXA1 est complexifié par différents paramètres. Dans un premier 

temps, l’ANXA1 peut avoir différentes localisations cellulaires : nucléaire, cytosolique, membranaire, 

et peut également être sécrétée dans le milieu environnant. En fonction de sa localisation, ses modes 

d’actions et ses effets peuvent être différents. L’ANXA1 extracellulaire est par exemple largement 

associée à des effets anti-inflammatoires et agit par l’intermédiaire de l’interaction de son domaine 

Nter avec les récepteurs FPR [5], [62], [70]. Dans un second temps, l’ANXA1 peut subir des 

modifications post-traductionnelles au niveau de ce domaine, qui peuvent moduler à la fois sa 

localisation et sa fonction comme le clivage protéolytique par exemple. Ce dernier a lieu une fois la 

protéine externalisée et peut limiter [72] ou favoriser [170] son action. Plusieurs études menées à 

l’aide du peptide Ac2-26 ont d’ailleurs montré que la partie Nter de l’ANXA1 est capable de stimuler la 

migration et/ou l’invasion de cellules tumorales pancréatiques [121], prostatiques [138], de mélanome 

[196] et de CSTN [169], soulignant ainsi un effet pro-tumoral potentiel de l’ANXA1 extracellulaire. Pour 

finir, l’ANXA1 est exprimée au niveau de différents types de cellules comme les cellules épithéliales,  
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endothéliales [259]–[261], [278] ou encore les cellules immunitaires [61] et peut donc moduler à la 

fois les cellules tumorales et les cellules du microenvironnement. Il est aujourd’hui bien décrit que le 

microenvironnement est capable de moduler l’évolution des tumeurs et que les cellules tumorales 

vont elles-mêmes favoriser la mise en place d’un environnement favorable à leur développement et 

leur dissémination. Des études menées grâce à des souris invalidées pour le gène codant l’Anxa1 ont 

permis de montrer que son expression au niveau des cellules stromales (non tumorales) est capable 

de favoriser le développement tumoral et dans certains cas la formation de métastases dans des 

modèles de cancers du sein [174], [247], du poumon et de mélanome [246]. 

 

C’est dans ce contexte que s’est inscrit ce travail de thèse « ANXA1, dissémination et 

microenvironnement tumoral » qui a consisté à étudier l’implication de l’ANXA1 dans la progression 

tumorale, en se focalisant sur certaines localisations de la protéine (extracellulaire, tumorale et 

stromale). 

Le premier objectif a été de déterminer le rôle de l’ANXA1 extracellulaire dans l’agressivité 

tumorale du CSTN et du mélanome. Dans un premier temps, une étude de caractérisation de 

l’expression de l’ANXA1 totale, membranaire et sécrétée (extracellulaire) a été réalisée par différentes 

techniques. Cette étude a permis de confirmer pour la lignée MDA-MB-231-luc [169] et de montrer 

pour la première fois pour les lignées SK-MEL-3, SK-MEL-28 et A375-MA2 la présence d’ANXA1 

extracellulaire (membranaire et sécrétée) sous forme totale et clivée. Dans un second temps, nous 

avons étudié l’implication de cette ANXA1 extracellulaire dans la migration cellulaire, qui est impliquée 

dans la dissémination tumorale. Pour cette étude, seules les cellules MDA-MB-231-luc, SK-MEL-28 et 

A375-MA2 présentant des capacités migratoires ont été analysées. Elles ont été incubées avec 

l’anticorps VJ4B6 afin de bloquer l’action de l’ANXA1 extracellulaire. Cependant, l’anticorps n’a pas 

permis de limiter la migration cellulaire aux concentrations testées. Plusieurs limites pourraient 

expliquer cette inefficacité du VJ4B6. (i) Comme déjà évoqué tout au long de ce manuscrit, l’ANXA1 

peut être présente sous forme totale et clivée au niveau extracellulaire. L’action extracellulaire de la 

protéine est possible grâce au domaine Nter. Seule la protéine totale membranaire (exposition du 

domaine Nter) et le peptide libéré suite au clivage sont donc « actifs ». Le VJ4B6 est capable de 

reconnaître seulement la forme intacte de la protéine. Cependant on ne sait pas si la fixation de 

l’anticorps empêche le clivage de l’ANXA1. Si ce n’est pas le cas, l’activité de blocage de l’anticorps est 

donc partielle, ce qui pourrait expliquer son inefficacité à limiter la migration cellulaire. (ii) A l’heure 

actuelle, seuls les récepteurs FPR ont été identifiés comme médiateurs des effets extracellulaires de 

l’ANXA1. Toutefois, dans les lignées analysées, nous avons observé que les récepteurs FPR sont peu  
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exprimés. Cette observation ne favorise donc pas une action extracellulaire de l’ANXA1. Cependant, 

l’ANXA1 extracellulaire issue des cellules tumorales pourrait plutôt agir sur les cellules du 

microenvironnement, notamment les cellules du système immunitaire qui expriment les récepteurs 

FPR notamment FPR2 [61]. Nous avons donc réalisé une étude du VJ4B6 in vivo. Les cellules murines 

B16Bl6 ont été injectées en sous-cutané à des souris C57Bl6/J WT ou KO pour Anxa1. Dans le contexte 

KO, le VJ4B6 cible uniquement l’ANXA1 issue des cellules tumorales alors que dans le contexte sauvage 

il peut également cibler celle issue des cellules du microenvironnement. Cependant, dans les deux 

types de souris, le VJ4B6 n’a pas eu d’effet sur la croissance tumorale et sur la formation de métastases 

pulmonaires. A nouveau, plusieurs limites peuvent être soulignées dans cette étude et s’ajoutent à 

celles déjà évoquées précédemment. (iii) Afin de prendre en compte le microenvironnement 

immunitaire, un modèle syngénique a dû été utilisé. Néanmoins, au vu de l’étude de caractérisation, 

la lignée murine B16Bl6 présente peu d’ANXA1 extracellulaire ce qui limite le ciblage par le VJ4B6. (v) 

Il est également possible que la reconnaissance de la forme murine de la protéine par l’anticorps soit 

inférieure à celle de la forme humaine. En effet l’anticorps a été breveté comme reconnaissant la 

protéine humaine même si plusieurs analyses montrent qu’il est capable de reconnaître la forme 

murine [270]. (iv) De plus, il se peut que l’accessibilité de l’anticorps (injecté en intrapéritonéal) à la 

tumeur soit insuffisante pour permettre une action anti-tumorale. (v) Pour finir, des travaux récents, 

rendus publics par la société Medannex montrent que l’anticorps MDX-124 (VJ4B6 humanisé) est 

capable de diminuer de façon significative les volumes tumoraux des souris BALB/c porteuses de 

tumeurs orthotopiques mammaires 4T1-luc [277]. Cependant, les concentrations utilisées dans cette 

étude sont bien plus importantes que celles que nous avons utilisées.  

Cette étude a permis d’apporter de nouvelles données quant à la localisation de l’ANXA1 dans 

plusieurs lignées cellulaires de CSTN et de mélanome. Elle fut également la première étude à utiliser 

une stratégie de blocage de l’ANXA1 à l’aide d’un anticorps monoclonal dans le cancer du sein et le 

mélanome jusqu’à l’étude récente de Medannex [277]. L’utilisation des anticorps en cancérologie est 

particulièrement développée du fait de leur spécificité de ciblage vis à vis des protéines de surface 

telles que les récepteurs. Cependant, à notre connaissance, seules deux études ont mis à profit cette 

stratégie vis-à-vis de l’ANXA1. Une première, menée par Belvedere et ses associés a montré l’efficacité 

d’un anticorps anti-ANXA1 (polyclonal, 71-3400, Invitrogen) à limiter la migration des cellules 

cancéreuses pancréatiques MIA PaCa-2 qui expriment l’ANXA1 extracellulaire in vitro [121]. Dans la 

seconde étude, l’anticorps dirigé contre l’ANXA1 a été couplé à l’iode 125, permettant ainsi le ciblage 

spécifique du radionucléide au niveau de tumeurs pulmonaires induites par l’injection intraveineuse 

de cellules d’adénocarcinome mammaire. Les rats traités avec l’anticorps marqué présentaient une 

nette amélioration de leur survie par rapport aux rats ayant reçu un isotype contrôle radiomarqué  
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[259]. Ces deux études soulignent le double intérêt de l’ANXA1 en oncologie qui peut à la fois 

constituer une cible thérapeutique directe de par ses effets pro-tumoraux et une protéine d’adressage 

tumoral de par sa surexpression dans certaines tumeurs. Cependant, dans nos conditions d’études, le 

ciblage de l’ANXA1 extracellulaire avec le VJ4B6 ne s’est pas montré efficace pour limiter la migration 

in vitro ainsi que le développement et la dissémination tumorale in vivo. Malgré ce constat, ce travail 

donne lieu à certaines perspectives, visant notamment à contourner les limites évoquées 

précédemment. Il semblerait dans un premier temps intéressant d’analyser les capacités du VJ4B6 à 

limiter ou non le clivage de l’ANXA1. En effet, une étude récente a montré l’importance du clivage de 

cette protéine dans la prolifération, la migration et l’invasion des cellules de CSTN MDA-MB-231 [170]. 

Il serait également pertinent d’envisager le co-traitement des cellules avec le VJ4B6 qui inhibe la forme 

totale de l’ANXA1 et un inhibiteur du clivage de la protéine (ex : inhibiteur de la cathepsine D ou de la 

PR3), permettant de limiter la production du peptide bioactif non ciblé par l’anticorps. En 2018, Vecchi 

et ses collaborateurs ont quant à eux utilisé une autre stratégie visant à bloquer les récepteurs FPR 

plus spécifiquement les FPR1. Ce blocage a permis de limiter à la fois la prolifération, la migration et 

l’invasion des cellules MDA-MB-231 in vitro ainsi que les volumes tumoraux et la formation de 

métastases in vivo [169]. Cependant, du fait de la diversité de ligands des récepteurs FPR, il est difficile 

de déduire l’implication de l’ANXA1 extracellulaire, contrairement à la stratégie de ciblage avec 

l’anticorps. Au vu de la faible expression des FPR dans les lignées cellulaires étudiées, il serait 

également intéressant de stimuler les cellules tumorales avec des GC par exemple. En effet, plusieurs 

études ont montré leur efficacité à stimuler l’expression des FPR et de l’ANXA1 ainsi que 

l’externalisation de cette dernière [56], [57], [70], [281]. La supplémentation des milieux utilisés lors 

des expériences avec du CaCl2 pourrait également permettre de favoriser la fixation de l’ANXA1 à la 

membrane plasmique et l’acquisition de sa structure active (exposition du domaine Nter) [21], [22]. 

Pour finir, et comme déjà discuté précédemment, des analyses visant à déterminer les concentrations 

permettant d’obtenir une action anti-tumorale du VJ4B6 semblent être indispensables.   

Le second objectif de ces travaux de thèse a été de déterminer le rôle de l’ANXA1 tumorale 

et stromale dans la progression du mélanome. En effet, peu d’études ont été réalisées au niveau du 

mélanome sur cette thématique, contrairement au cancer du sein, et nous disposons au laboratoire 

d’un modèle syngénique (B16Bl6-C57Bl6/J) approprié aux analyses in vivo nécessitant des souris Anxa1 

KO (C57Bl6/J). Nous avons dans un premier temps évalué l’implication de l’ANXA1 tumorale dans la 

prolifération et la migration des cellules A375-MA2 et SK-MEL-28 grâce à l’utilisation d’ARN 

interférents (siRNA : siANXA1 et siCTRL). Nous avons mis pour la première fois en évidence que 

l’ANXA1 est capable de stimuler la prolifération des lignées cellulaires de mélanomes. Cependant,  
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l’effet inhibiteur du siANXA1 sur la migration n’a été observé qu’au niveau des cellules SK-MEL-28. 

Nous avons également utilisé le peptide Ac2-26. Contrairement aux siRNA, seule la migration des 

cellules A375-MA2 a été stimulée par ce dernier. Ces résultats divergents peuvent être en partie 

expliqués par des caractéristiques différentes des deux lignées cellulaires en terme d’expression de 

l’ANXA1 mais également d’origine et de capacité migratoire. La lignée SK-MEL-28 dérive d’une 

métastase ganglionnaire tandis que la lignée A375-MA2 dérive de la lignée A375 issue d’une tumeur 

primaire, ce qui peut expliquer leur différence d’agressivité in vitro.  

Les principaux résultats de cette étude ont été obtenus au niveau de l’analyse de l’ANXA1 stromale in 

vivo. En effet, nous avons montré pour la première fois que la croissance des cellules B16Bl6, exprimant 

l’ANXA1, est ralentie chez les souris Anxa1 KO par rapport aux souris WT. De plus les souris WT 

développent plus de métastases pulmonaires que les souris KO. L’étude de Yi et Schnitzer a également 

montré que les tumeurs de mélanome développées chez les souris AnxA1 KO présentent des volumes 

tumoraux plus faibles. Cependant, ils ont utilisé des cellules B16 qui n’expriment pas l’ANXA1 et qui ne 

sont pas capables de former des métastases in vivo. L’étude ex vivo des tumeurs nous a permis de 

montrer que celles développées en absence d’ANXA1 environnante sont moins prolifératives et moins 

vascularisées que celles développées chez les souris WT. La plus faible vascularisation au niveau des 

tumeurs des souris KO est associée à une diminution de la quantité de VEGF, médiateur principal de 

l’angiogenèse. Ceci participe donc à la différence en termes de croissance et de dissémination 

tumorales entre les deux types de souris. Pour aller plus loin, et connaissant le rôle de l’ANXA1 dans 

l’immunité, nous avons également analysé l’infiltrat immunitaire des différentes tumeurs. Nous avons 

ainsi mis en évidence une surexpression des marqueurs immunitaires CD3, CD4, FoxP3, CD8a et NKp46 

dans les tumeurs des souris KO, suggérant ainsi un infiltrat lymphocytaire plus abondant. Cependant 

l’absence d’ANXA1 dans le microenvironnement tumoral entraîne à la fois une augmentation des 

marqueurs des Treg pro-tumoraux et des cellules cytotoxiques LT CD8+ et NK. Il est aujourd’hui bien 

décrit que les vaisseaux tumoraux présentent des défauts caractéristiques notamment une 

perméabilité accrue due à la perte des jonctions cellulaires [233]. En 2013, Cristante et ses associés 

ont montré que l’ANXA1 est impliquée dans le maintien des jonctions cellulaires au niveau des cellules 

endothéliales cérébrales [278]. Il est donc possible que l’afflux lymphocytaire observé au niveau des 

tumeurs des souris KO soit une conséquence de l’absence d’ANXA1 au niveau des cellules 

endothéliales et donc une perméabilité vasculaire accrue.  

Malgré des résultats hétérogènes quant au rôle de l’ANXA1 tumorale, cette étude a permis d’améliorer 

nos connaissances sur le rôle pro-tumoral et notamment pro-métastatique de l’ANXA1 stromale dans 

le contexte du mélanome. Ce travail ouvre différentes perspectives notamment l’étude du rôle de  
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l’ANXA1 dans la perméabilité des vaisseaux tumoraux. L’analyse de protéines impliquées dans les 

jonctions cellulaires telles que l’occludine ou encore la VE-Cadhérine dans les tumeurs des souris WT 

et KO permettrait d’estimer cette perméabilité. L’étude des cellules immunitaires tumorales par CMF 

ou immunohistochimie, grâce à l’utilisation de marqueurs discriminant précisément les différents 

types de lymphocytes, permettrait de savoir si les lymphocytes anti-tumoraux sont plus ou moins 

abondants que les pro-tumoraux dans les différents types de tumeurs. Il serait également intéressant 

d’analyser l’effet de l’ANXA1 issue des cellules tumorales sur les cellules stromales qui expriment les 

FPR comme les cellules immunitaires. De plus, l’utilisation de cellules B16Bl6 Anxa1 KO générées par 

la technologie CRISPR/Cas9 permettrait d’étudier in vivo le rôle de l’ANXA1 tumorale notamment sur 

la formation des métastases.   

 

L’ensemble de ce travail de thèse a donc participé à confirmer l’implication de l’ANXA1 dans 

l’agressivité tumorale, particulièrement dans le mélanome. Il a permis d’apporter d’importantes 

données quant à l’expression et à la localisation cellulaire de cette protéine dans plusieurs lignées 

de CSTN et de mélanome, et de souligner l’existence d’une hétérogénéité d’expression entre ces 

lignées. Si l’étude de l’ANXA1 extracellulaire ne s’est pas révélée concluante, nous avons montré 

pour la première fois dans le mélanome que l’ANXA1 des cellules tumorales est importante pour la 

prolifération cellulaire in vitro, tout comme l’ANXA1 stromale in vivo. De plus, cette étude a 

également montré que l’ANXA1 stromale est capable de stimuler la formation des métastases dans 

le mélanome, probablement en modulant l’angiogenèse tumorale. L’ensemble de ces résultats 

supporte le ciblage de cette protéine dans le mélanome mais également d’autres cancers dans 

lesquels l’ANXA1 est surexprimée. En effet, l’ANXA1 présente à la fois un intérêt diagnostique et 

thérapeutique et son ciblage pourrait permettre de bloquer à la fois sa forme tumorale et stromale, 

menant ainsi à limiter le développement et la dissémination de certaines tumeurs.  
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ANNEXES 

 

Annexe 1 : Tableau récapitulatif de l’expression de l’ANXA1 dans différents cancers et son 

implication dans le développement et la progression tumorale. T : tumeur, TS : tissu sain, D : 

différencié, ND : non/peu différencié. (Hors cancer du sein et mélanome) 
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Annexe 2 : Évaluation des capacités de reconnaissance du VJ4B6 par cytométrie en flux au niveau de 

cellules immunitaires humaines et murines. (D’après le brevet du VJ4B6 [270]) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Annexe 3 : Inhibition de la prolifération (A) et de l’activation (B) des lymphocytes T murins par le 

VJ4B6. (D’après le brevet du VJ4B6 [270]) 
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Annexe 4 : Publication parue dans journal « cancer immunology immunotherapy », le 23 mai 2020, 

« Immune checkpoint inhibitors reverse tolerogenic mechanisms induced by melanoma targeted 

radionuclide therapy », PMID : 32447411 

Jacques Rouanet, Valentin Benboubker, Hussein Akil, Ana Hennino, Philippe Auzeloux, Sophie 

Besse, Bruno Pereira, Solène Delorme, Sandrine Mansard, Michel D'Incan, Françoise Degoul, Paul-

Olivier Rouzaire 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

RÉSUMÉ 

 

L’annexine A1 (ANXA1) appartient à la vaste superfamille des annexines qui englobe des 

protéines capables de se lier aux phospholipides membranaires de façon calcium dépendante. C’est 

une protéine multifonctionnelle initialement décrite pour ses propriétés anti-inflammatoires. Elle est 

présente dans le noyau, le cytosol et les membranes cellulaires et peut également être sécrétée et 

clivée dans le milieu environnant. L’ANXA1 présente un important intérêt en oncologie du fait de sa 

dérégulation dans de nombreux cancers. En fonction des types de cancers, l’ANXA1 est surexprimée 

ou sous-exprimée par rapport au tissu sain. Elle est surexprimée dans le cancer du sein triple négatif 

par rapport aux autres sous-types de tumeurs mammaires et dans les mélanomes par rapport aux 

mélanocytes. Dans ces deux pathologies, bien que l’ANXA1 soit associée aux processus de 

prolifération, migration et invasion, les mécanismes précis de son rôle au sein d’une tumeur restent 

mal connus, notamment ceux impliquant la fraction extracellulaire. Les études menées sur des souris 

n’exprimant pas l’Anxa1 ont également montré que l’ANXA1 stromale est impliquée dans le 

développement et la progression tumorale. 

Le premier objectif a donc été de tester la possibilité de bloquer la protéine extracellulaire via 

un anticorps monoclonal breveté, le VJ4B6, pour diminuer la migration (in vitro) et la dissémination (in 

vivo). Nos données montrent que le VJ4B6 ne permet pas de limiter la migration cellulaire des lignées 

de cancer du sein triple négatif (MDA-MB-231-luc) et de mélanome (SK-MEL-28 et A375-MA2) 

présentant de l’ANXA1 extracellulaire. Cet anticorps ne permet pas non plus de limiter le 

développement et la dissémination tumorale du mélanome B16Bl6 in vivo.  

Le second objectif a été d’étudier le rôle de l’ANXA1 tumorale et stromale dans le 

développement et la dissémination du mélanome. Nos résultats ont montré que l’ANXA1 tumorale est 

impliquée dans la prolifération des cellules A375-MA2 et SK-MEL-28 in vitro. L’utilisation de souris 

invalidées pour l’Anxa1 a également permis de mettre en évidence que l’ANXA1 stromale favorise le 

développement tumoral et la formation de métastases des cellules murines B16Bl6 in vivo. De façon 

intéressante, les études réalisées sur les tumeurs ont montré que l’absence d’ANXA1 stromale limite 

la prolifération des cellules tumorales ainsi que l’angiogenèse. Ceci peut donc expliquer la progression 

limitée des tumeurs chez les souris invalidées. De plus, les tumeurs développées chez ces dernières 

présentent une surexpression des marqueurs lymphocytaires (CD3, CD4, FoxP3, CD8a, NKp46) par 

rapport à celles développées chez les souris sauvages. Cet afflux lymphocytaire concerne à la fois les 

lymphocytes pro- et anti-tumoraux. Nous avons donc émis l’hypothèse que ce dernier soit une 

conséquence d’une perméabilité accrue des vaisseaux tumoraux au niveau des tumeurs des souris 

invalidées pour l’Anxa1.  

 

Mots clés: annexine A1 extracellulaire, cancer du sein triple négatif, mélanome, progression tumorale, 

microenvironnement, immunité, angiogenèse. 


